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Anticuerpos humanos y diagnodsticos y usos terapéuticos de los mismos para el tratamiento de la
enfermedad neurologica

Descripcion
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a anticuerpos, anticuerpos naturales humanos particularmente anticuerpos
recombinantes derivados de los mismos y fragmentos de los mismos, que son capaces de unirse a y reconocer las
neuronas en el SNC y provocar respuestas en las neuronas del SNC. Estos anticuerpos son Uutiles en el diagnéstico
y tratamiento de afecciones asociadas con dafios en los nervios, lesiones o degeneracion, enfermedades
neurodegenerativas, lesiones o dafios cronicos en los nervios y lesiones o dafios repentinos a los nervios. Los
anticuerpos, regiones variables o secuencias de dominio CDR de los mismos, y fragmentos de los mismos de la
presente invencion también pueden usarse en terapia en combinacion con agentes quimioterapéuticos,
inmunomoduladores o agentes neuroactivos y/o con otros anticuerpos o fragmentos de los mismos. Esta invencion
se refiere en general a la modulacion del crecimiento neural en el sistema nervioso central, y mas particularmente a
los métodos y agentes asociados, construcciones y composiciones para mejorar el crecimiento neuronal del SNC.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La neuroregeneracion se refiere a la regeneracion o reparacion de tejidos, células o productos celulares
nerviosos. Dichos mecanismos pueden incluir remielinizacion, generacion de nuevas neuronas, glia, axones, mielina
o sinapsis. La neuroregeneracion difiere entre el Sistema Nervioso Periférico (SNP) y el Sistema Nervioso Central
(SNC) tanto por los mecanismos funcionales involucrados como por el alcance y la velocidad de la regeneracion.

[0003] La regeneracion de Axon en el sistema nervioso central de mamifero maduro (SNC) es muy limitada después
de la lesion. En consecuencia, los déficits funcionales persisten después de la lesion de la médula espinal (LME),
lesiéon cerebral traumatica, accidente cerebrovascular y las afecciones relacionadas que implican la desconexion
axonal. Esta situacion difiere de la del sistema nervioso periférico de mamiferos (PNS), donde la regeneracion
axonal a larga distancia y la recuperacion funcional sustancial pueden ocurrir en el adulto. Tanto las moléculas
extracelulares como la capacidad de crecimiento intrinseca de la neurona influyen en el éxito regenerativo.

[0004] EI sistema nervioso central (SNC), los axones no se regeneran de forma espontanea después de una lesion
en los mamiferos adultos. Por el contrario, los axones del sistema nervioso periférico (SNP) se regeneran facilmente,
lo que permite la recuperacion de la funcion después del dafio del nervio periférico. Aguayo y sus colegas
demostraron que al menos algunas neuronas maduras del SNC conservan la capacidad de regenerarse cuando se
les proporciona un injerto de nervio periférico permisivo (Richardson PM, McGuinness UM, Aguayo AJ (1980) Nature
284: 264-265; Richardson PM, Issa VM, Aguayo AJ (1984) J Neurocytol 13: 165 - 182; David S, Aguayo AJ (1981)
Science 214: 931 - 933; Benfey M, Aguayo AJ (1982) Nature 296: 150 - 152). Este trabajo sugirié que el entorno de
SNP es estimulante y/o que el entorno del SNC inhibe el crecimiento de axones. Estudios posteriores identificaron
factores promotores del crecimiento en el SNP y factores inhibidores del crecimiento en el SNC. Los inhibidores de
la regeneracion incluyen proteinas especificas en la mielina del SNC y moléculas asociadas con la cicatriz astroglial.
Ademas, un aclaramiento de residuos mas lento en el sistema nervioso central con respecto al SNP puede impedir
el recrecimiento axonal. La comprension de los factores que influyen en el crecimiento del axén es fundamental para
el desarrollo de terapias para promover la regeneracion del SNC.

[0005] Después de la lesion del nervio periférico, los axones se regeneran faciimente. La porcion distal del axén, que
esta desconectada del cuerpo celular, sufre degeneracion walleriana. Este proceso activo da como resultado la
fragmentacion y la desintegracion del axon. Los restos son eliminados por las células gliales, predominantemente
macrofagos. Los axones proximales pueden regenerar y re-inervar sus objetivos, permitiendo la recuperacion de la
funcion.

[0006] Las dos clases principales de inhibidores de la regeneracion del SNC son los inhibidores asociados a la
mielina (MAIS) y los proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPGs). Estas moléculas limitan la regeneracion del
axon y, al interferir con su funcion, se logra cierto grado de crecimiento en el sistema nervioso central del adulto. Los
factores auténomos celulares también son determinantes importantes de la falla de regeneracion del SNC. Las
neuronas del SNC no regulan al alza los genes asociados al crecimiento en la misma medida que las neuronas del
SNP. En consecuencia, su capacidad de regeneracion es limitada incluso en ausencia de inhibidores. El aumento de
la capacidad de crecimiento intrinseco de las neuronas permite una moderada regeneracion de axones dentro del
SNC (Bomze HM y col. (2001) Nat Neurosci 4: 38-43; Neumann S, Woolf CJ (1999) Neuron 23: 83-91).

[0007] Los MAI son proteinas expresadas por oligodendrocitos como componentes de la mielina del SNC. Los MAI
deterioran el crecimiento de neuritas in vitro y se cree que limitan el crecimiento de axones in vivo después del dafio
al SNC. Los MAI incluyen Nogo-A (Chen EM y col. (2000) Nature 403: 434-439; GrandPre T y col. (2000) Nature
403: 439-44), glicoproteina asociada a mielina (MAG) (McKerracher L y cols. (1994) Neuron 13: 805-811),
glicoproteina de mielina de oligodendrocitos (OMgp) (Kottis V y col. (2002) J Neurochem 82: 1566-1569), ephrin-B3
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(Benson MD y col. (2005) Proc Nat Acad. LME. EE.UU. 102: 10694 -10699) y Semaforina 4D (Sema4D) (Moreau-
Fauvarque C y col. (2003) J Neurosci 23: 9229-9239). Tres de estos (Nogo-A, MAG y OMgp) interactian con un
receptor neuronal Nogo-66 1 (NgR1) para limitar el crecimiento de axones. Estos tres ligandos estructuralmente no
relacionados también muestran afinidad por un segundo receptor inhibidor del crecimiento de axones, receptor
emparejado tipo B de inmunoglobulina (PirB) (Atwal JK y col. (2008) Science 322: 967 - 970).

[0008] Se han identificado varias moléculas de reconocimiento que actian como sefiales moleculares bajo
promocién y/o inhibicién del crecimiento de neuritas subyacente. Entre las moléculas de reconocimiento de
promocioén de neuritas, la molécula de adhesion L1 de las células la juega un papel destacado en la mediacion del
crecimiento de neuritas (Schachner M (1990) Seminars in the Neurosciences 2: 497-507). El crecimiento de neuritas
dependiente de L1 esta mediado por la interaccién homofila. L1 potencia la excrecencia de neuritas en neuritas que
expresan L1 y células de Schwann, y fibroblastos transfectados en L1 (Bixby et al (1982) Proc Natl Acad. LME.
EE.UU. 84: 2555-2559; Chang et al (1987) J Cell Biol 104: 355-362 Lagenaur y otros (1987) Proc Natl Acad. LME.
EE.UU. 84: 7753 - 7757; Seilheimer y col. (1988) J Cell Biol 107: 341 - 351; Kadmon y col. (1990) J Cell Biol 110:
193 - 208; Williams et al (1992) J Cell Biol 119: 883 - 892).

[0009] Las lesiones del sistema nervioso afectan a mas de 90.000 personas cada afio, y un nimero mucho mayor
cuando se incluyen eventos cerebrovasculares tales como apoplejia. Se estima que las lesiones de la médula
espinal por si solas afectan a 10.000 cada afio. Como resultado de esta alta incidencia de lesiones neurolégicas, la
regeneracion y reparacion de nervios, un subcampo de la ingenieria de tejidos neurales, se esta convirtiendo en un
campo en rapido crecimiento dedicado al descubrimiento de nuevas formas de recuperar la funcionalidad nerviosa
después de una lesioén. El sistema nervioso se divide en dos partes: el sistema nervioso central, que consiste en el
cerebro y la médula espinal, y el sistema nervioso periférico, que consiste en nervios craneales y espinales junto con
sus ganglios asociados. Si bien el sistema nervioso periférico tiene una capacidad intrinseca de reparacion y
regeneracion, el sistema nervioso central tiene, de forma comparativa y en su mayor parte, restringida su capacidad
de autorreparacion y regeneracion. Actualmente no existe un tratamiento aceptado y aprobado para recuperar la
funcién del nervio humano después de una lesiéon en el sistema nervioso central.

[0010] La proteccidon y reparacion del axon después de una lesidon de la médula espinal (LME) tienen un gran
potencial como una estrategia efectiva para prevenir la pérdida de la neurona motora y la discapacidad permanente.
La proteccion de neuronas se ha logrado utilizando factores troficos especificos para prevenir dafios y promover la
reparacion de axones después de una lesién. Estas moléculas se identificaron predominantemente usando
estrategias de seleccion basadas en sistemas in vitro que se centraron en seleccionar factores neurotréficos de
molécula pequena especificos. Mientras que estas moléculas demostraron resultados neuroprotectores en modelos
preclinicos, los resultados de los ensayos clinicos han sido menos favorables.

[0011] Los anticuerpos monoclonales autorreactivos naturales han demostrado funciones bioldgicas beneficiosos en
las células del SNC usando multiples modelos de lesién y la enfermedad. La promocion mediada por anticuerpos de
la supervivencia neuronal, la regeneracion axonal y la recuperacion funcional se ha demostrado in vivo usando la
IgM monoclonal de ratén, IN-1 (Bregman BS y col. (1995) Nature 378 (6556): 498-501; Caroni P, Schwab ME (1988)
Neuron 1 (1): 85 - 96). Se obtuvieron resultados similares usando la inmunizacién del homogenato de la médula
espinal (SCH) antes del dafio en el SNC (Ellezam B, Bertrand J, Dergham P, McKerracher L (2003) Neurobiol Dis 12
(1): 1-10; Huang DW et al (1999) Neuron 24 (3): 639 - 647).

[0012] La esclerosis multiple (EM) es un sistema nervioso central (SNC) cronico, frecuentemente progresivo,
inflamatorio, caracterizado patolégicamente por desmielinizacion primaria, habitualmente sin dafio axonal inicial. La
etiologia y la patogénesis de la EM son desconocidas. Varias caracteristicas inmunoldégicas de la esclerosis multiple
y su asociacion moderada con ciertos alelos complejos de histocompatibilidad mayor, han llevado a la especulacion
de que la esclerosis multiple es una enfermedad mediada por el sistema inmune. Una hipotesis autoinmune esta
respaldada por el modelo experimental de encefalomielitis (EAE) autoinmune (alérgica), donde la inyeccion de
ciertos componentes de mielina en animales genéticamente susceptibles conduce a la desmielinizacién del SNC
mediada por células T. Sin embargo, los autoantigenos especificos y las células T reactivas a la mielina patégenas
no se han identificado definitivamente en el SNC de los pacientes con EM, ni la EM esta asociada con otras
enfermedades autoinmunes. Una hipétesis alternativa, basada en datos epidemioldgicos, es que un factor ambiental,
tal vez un virus no identificado, precipita una respuesta inflamatoria en el SNC, lo que conduce a la destruccion
directa o indirecta (mielégena) de la mielina, potencialmente con un componente autoinmune inducido. Esta
hipotesis esta respaldada por la evidencia de que varias infecciones virales naturales, tanto en humanos como en
animales, pueden causar desmielinizacion. Un modelo viral experimental cominmente utilizado esta inducido por el
virus de la encefalomielitis murina de Theiler (TMEV) (Dal Canto, MC, y Lipton, HL, Am. J. Path., 88: 497-500
(1977)).

[0013] La eficacia limitada de las terapias actuales para EM y otras enfermedades desmielinizantes o
neurodegenerativas ha estimulado interés en nuevas terapias para mejorar estas enfermedades. Sin embargo,
debido a la etiopatogenia aparentemente compleja de estas enfermedades, que potencialmente involucra factores
tanto ambientales como autoinmunes, aln existe la necesidad de un tratamiento efectivo de estos desérdenes
desmielinizantes.
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[0014] En el caso de la EM, la desmielinizacion en ultima instancia resulta en la muerte de las células nerviosas. Sin
embargo, la muerte del axén después de la desmielinizacion no es inmediata. Si se proporcionan moléculas o
células de soporte apropiadas, el sistema nervioso tiene una capacidad significativa de reparacion. Proteger los
axones del SNC promete ser una estrategia efectiva para limitar la pérdida de axones supervivientes y prevenir la
discapacidad permanente. La neuroproteccion se puede lograr modulando el entorno inflamatorio potencialmente
neurotoxico en las lesiones. Los reactivos disefiados para limitar la excitotoxicidad, inhibir el 6xido nitrico o bloquear
los canales idnicos se estan estudiando como métodos para proteger a los axones en peligro (Pitt, D., P. Werner y
CS Raine (2000) Nat Med 6: 67-70; Okuda, Y y col. (1997) Journal of neuroimmunology 73: 107 - 116; Waxman, SG
(2002).J Rehabil Res Dev 39: 233 - 242). Muchos de estos reactivos son moléculas pequefias con toxicidad
demostrada y actuan sistémicamente en todas las células.

[0015] Autoanticuerpos monoclonales humanos han sido identificados que presentan actividad en el sistema
nervioso central, y que se asocia particularmente con la estimulacion de la remielinizacion. Seria deseable
identificar, caracterizar y desarrollar anticuerpos monoclonales humanos con actividad en el SNC, particularmente
anticuerpos recombinantes con estas actividades, y con la capacidad de promover la regeneracion neuronal y/o
proteger a las neuronas de enfermedades, lesiones, dafios y/o muerte. La presente invencion se dirige hacia el logro
de ese objetivo.

[0016] Rodriguez et al. (2009) Neurology 72: 1269-1276 describe autoanticuerpos naturales humanos en el
tratamiento de enfermedad neuroldgica. Warrington y otros (2004) Journal of Neuropathology and Experimental
Neurology 63 (5): 461-473 describe que los anticuerpos monoclonales humanos que se unen a neuronas soportan la
extension de neuritas del sistema nervioso central. El documento WO 2006/004988 describe el anticuerpo que se
une a B7-DC. El documento US 2009/274690 describe anticuerpos IgM humanos, y usos diagndsticos y terapéuticos
de los mismos, particularmente en el sistema nervioso central. Wright et al. (2009) Arch Neurobiol. 66: 1456-9
describe mecanismos celulares de reparacion del sistema nervioso central por anticuerpos monoclonales
autorreactivos naturales.

[0017] La cita de referencias en el presente documento no se interpretara como una admision de que tal es técnica
anterior a la presente invencion.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0018] La invencion proporciona un anticuerpo IgM humano aislado o fragmento del mismo que se une
especificamente neuronas y protege las neuronas de la muerte celular y que no promueve la remielinizacion, en la
que el anticuerpo o fragmento comprende la variable de aminoacidos de cadena pesada de secuencias de dominio
CDR CDR1 GGSVSLYY (SEQ ID NO: 31), CDR2 GYIYSSGST (SEQ ID NO: 32) y CDR3 ARSASIRGWFD (SEQ ID
NO: 33), y las secuencias CDR de cadena ligera CDR1 QSISSY (SEQ ID NO: 34), CDR2 AAS (SEQ ID NO: 35) y
CDR3 QQSYHTPW (SEQ ID NO: 36), para uso en el tratamiento o mejora de una enfermedad o afeccion en un
mamifero en el que los nervios estan comprometidos, lesionados o estan en riesgo, en el que dicha enfermedad o
afeccion se selecciona de: lesion de la médula espinal (LME), lesion cerebral traumatica (LCT), esclerosis lateral
amiotrofica (ELA), esclerosis multiple (EM) y enfermedad de Alzheimer.

[0019] La invencion proporciona ademas un kit para uso en el tratamiento o mejora de lesion de la médula espinal
(LME), lesion cerebral traumatica (LCT), esclerosis lateral amiotréfica (ELA), esclerosis multiple (EM) y la
enfermedad de Alzheimer en un sujeto animal, que comprende una forma de dosificacion farmacéutica de un
anticuerpo IgM humano aislado o fragmento del mismo que se une especificamente a neuronas y protege a las
neuronas de muerte celular y que no promueve la remielinizacion, donde el anticuerpo o fragmento comprende las
secuencias de dominio de CDR de aminoacidos de cadena pesada CDR1 GGSVSLYY (SEQ ID NO: 31), CDR2
GYIYSSGST (SEQ ID NO: 32) y CDR3 ARSASIRGWFD (SEQ ID NO: 33), y secuencias CDR de cadena ligera
CDR1 QSISSY (SEQ ID NO: 34), CDR2 AAS (SEQ ID NO: 35) y CDR3 QQSYHTPW (SEQ ID NO: 36), y una forma
de dosificacion farmacéutica separada que comprende uno o mas agentes neuroactivos adicionales o agente
terapéutico, antiinflamatorio, agente modulador de la liberacién de neurotransmisores, ligando de neurorreceptores o
agonista o antagonista, agente de canal calcio, modulador inmune u otro anticuerpo reactivo del SNC.

[0020] La invencion se refiere a agentes neuromoduladores con especial eficacia en el SNC, cuyos agentes
comprenden un material seleccionado del grupo que consiste de un anticuerpo del subtipo IgM, fragmentos activos
de los mismos, monémeros de los mismos, agonistas de los mismos y combinaciones de los mismos. Los agentes
neuromoduladores o anticuerpos de la invencion tienen una o mas de las siguientes caracteristicas: protegen y/o
estabilizan las neuronas; se dirigen a sitios en el SNC o dafio, compromiso o lesiéon de las células nerviosas;
reducen o bloquean la muerte celular, por ejemplo, muerte celular inducida por peréxido de hidrégeno.

[0021] La invencion proporciona neurona de unidn a anticuerpos monoclonales con la capacidad para promover la
extension de neuritas, para actuar en neuroregeneracion, y/o para proteger las neuronas del dafio para los
propésitos de diagndstico y terapéuticos en el sistema nervioso central. En particular, se proporcionan anticuerpos
recombinantes especificos, en los que dichos anticuerpos reconocen y son capaces de unirse a neuronas, que
incluyen neuronas corticales, neuronas hipocampales, células granulares cerebelares y células ganglionares de la
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retina. En este documento se proporcionan anticuerpos recombinantes completamente humanos. Los anticuerpos de
la presente invencion tienen un uso diagnodstico y terapéutico en afecciones o enfermedades asociadas con
compromiso nervioso, dafio o lesion.

[0022] En un aspecto general, la presente memoria describe anticuerpos dirigidos contra y capaz de unirse uno o
mas epitopos sobre las neuronas, incluyendo neuronas corticales, las neuronas del hipocampo, las células
granulares de cerebelo y células ganglionares de la retina. En un aspecto amplio, en el presente documento se
describe un miembro de unién especifico aislado, particularmente un anticuerpo o fragmento del mismo, que incluye
un anticuerpo humano recombinante, que reconoce, se une y/o se dirige a neuronas. Aqui se describe un
anticuerpo, particularmente un anticuerpo humano, particularmente un anticuerpo IgM, que se une especificamente
a las neuronas y protege a las neuronas de la muerte celular y que no promueve la remielinizacion. El anticuerpo
tiene uso en el tratamiento o la mejora de enfermedades o afecciones en mamiferos en los que los nervios estan
comprometidos, lesionados o estan en riesgo, incluso en lesion de la médula espinal (LME), lesion cerebral
traumatica (LCT), esclerosis lateral amolotrépica (ELA) esclerosis mudltiple (EM), enfermedad de Alzheimer,
apoplejia, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, anoxia prenatal/isquemia perinatal, paralisis
cerebral, encefalopatia, mielopatia o enfermedades de las neuronas motoras, y particularmente en la proteccion,
supervivencia o mantenimiento de neuronas y capacidad neuroldgica en estas enfermedades. En un aspecto
particular, en el presente documento se describe un anticuerpo o fragmento del mismo, que es el anticuerpo 12 6 42,
particularmente el IgM12 o IgM42 recombinante o derivado del suero.

[0023] Se describe aqui un anticuerpo de unién a neurona recombinante o sintético que comprende las secuencias
de CDR de region variable expuestas en la Figura 5 y/o 6. El anticuerpo 12 comprende secuencias de CDR de
cadena pesada CDR1 GGSVSLYY (SEQ ID NO: 31), CDR2 GYIYSSGST (SEQ ID NO: 32) y CDR3 ARSASIRGWFD
(SEQ ID NO: 33), y las secuencias CDR de cadena ligera CDR1 QSISSY (SEQ ID NO: 34), CDR2 AAS (SEQ ID NO:
35) y CDR3 QQSYHTPW (SEQ ID NO: 36), como se establece en la Figura 5. El anticuerpo 42 comprende
secuencias CDR de cadena pesada CDR1 GFTFSTYA (SEQ ID NO: 37), INVGGVTT CDR2 (SEQ ID NO: 38) y
CDR3 VRRSGPDRNSSPADF (SEQ ID NO: 39) y secuencias CDR de cadena ligera CDR1 QGIG (SEQ ID NO: 40),
CDR2 TTS (SEQ ID NO: 41) y CDR3 QKYNSAPRT (SEQ ID NO: 42), como se establece en la Figura 6. Por
consiguiente, los anticuerpos recombinantes que se basan en las CDR del/de los anticuerpo(s) identificados en este
documento seran Utiles para dirigir y proteger neuronas, particularmente neuronas susceptibles, comprometidas,
dafadas o lesionadas en enfermedades o en canceres.

[0024] La invencion proporciona de este modo el anticuerpo aislado humano IgM(s) o fragmento(s) del mismo que
se une especificamente a las neuronas y protege a las neuronas de la muerte celular y que no promueve la
remielinizacion, en que el anticuerpo o fragmento comprende: (a) las secuencias de dominio CDR de aminoacidos
de cadena pesada variable CDR1 GGSVSLYY (SEQ ID NO: 31), CDR2 GYIYSSGST (SEQ ID NO: 32) y CDR3
ARSASIRGWFD (SEQ ID NO: 33), y secuencias CDR de cadena ligera CDR1 QSISSY (SEQ ID NO: 34), CDR2
AAS (SEQ ID NO: 35) y CDR3 QQSYHTPW (SEQ ID NO: 36), tal como se establece en la Figura 5 para uso en el
tratamiento o la mejora de enfermedades o afecciones en mamiferos donde los nervios estan comprometidos,
lesionados o dafiados o en riesgo, en donde dicha enfermedad o afeccion se selecciona de: lesiéon de la médula
espinal (LME), lesidon cerebral traumatica (LCT), esclerosis lateral amiotréfica (ELA), esclerosis multiple (EM) y
enfermedad de Alzheimer.

[0025] En un aspecto particular adicional, el anticuerpo de la invencion comprende la secuencia de aminoacidos del
anticuerpo 12 incluyendo lo sefialado en la Figura 5. Anticuerpo recombinante IgM12 de la presente invencion
comprende la secuencia de cadena pesada variable (SEQ ID NO: 1) y secuencia de cadena ligera (SEQ ID NO: 11)
como se expone en la Figura 5. El anticuerpo IgM42 recombinante de la presente descripcion comprende la
secuencia de cadena pesada variable (SEQ ID NO: 17) y la secuencia de cadena ligera (SEQ ID NO: 27) como se
ha expuesto en la Figura 6. En un aspecto particular de la invencion, los anticuerpos recombinantes son anticuerpos
recombinantes completamente humanos, que comprenden la region variable de la cadena pesada humana, la region
constante y la cadena J humana. Se proporcionan anticuerpos IgM12 recombinantes completamente humanos que
comprenden cadena pesada de inmunoglobulina humana que comprende la region variable (SEQ ID NO: 1), o sus
CDR, una region constante humana, particularmente una secuencia kappa (SEQ ID NO: 3, 5, 7 y 9) y cadena J
humana (SEQ ID NO: 15) como se expone en la Figura 5.

[0026] En un aspecto adicional, la presente memoria describe un anticuerpo aislado o fragmento del mismo capaz
de unirse a un antigeno, en el que dicho anticuerpo o fragmento del mismo comprende un dominio de unién a
polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos sustancialmente como se establece en el presente
documento y en la Figura 6. En este documento se describe un anticuerpo humano aislado o fragmento del mismo
capaz de unirse a neuronas, donde dicho anticuerpo o fragmento del mismo comprende una regién variable de
cadena pesada (SEQ ID NO: 17), o las CDR de la misma, y region variable de cadena ligera (SEQ ID NO: 27), o la
CDRS de la misma, o que comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente como se establece aqui y en
la Figura 6.

[0027] En un aspecto adicional, la presente memoria se da a conocer un anticuerpo completamente humano aislado
o un fragmento del mismo capaz de unirse a un antigeno, en el que dicho anticuerpo o fragmento del mismo
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comprende un dominio de unién a polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos sustancialmente como
se establece en el presente documento y en la Figura 5. En este documento se describe un anticuerpo
completamente humano aislado o fragmento del mismo capaz de unirse a neuronas, donde dicho anticuerpo o
fragmento del mismo comprende una region variable de cadena pesada (SEQ ID NO: 1) o las CDR de la misma y
region variable de cadena ligera (SEQ ID NO: 11), o sus CDR, o que comprende una secuencia de aminoacidos
sustancialmente como se expone aqui y en la Figura 5. Aqui se describe un anticuerpo IgM humano aislado o
fragmento activo del mismo, que comprende las secuencias CDR1 del dominio CDR de aminoacidos de cadena
pesada variable. GGSVSLYY (SEQ ID NO: 31), CDR2 GYIYSSGST (SEQ ID NO: 32) y CDR3 ARSASIRGWFD
(SEQ ID NO: 33), y secuencias CDR de cadena ligera CDR1 QSISSY (SEQ ID NO: 34), CDR2 AAS (SEQ ID NO:
35) una CDR3 QQSYHTPW (SEQ ID NO: 36), como se expone en la Figura 5. En un aspecto particular, en el
presente documento se describe un anticuerpo IgM recombinante completamente humano o fragmento activo del
mismo, que comprende las secuencias de dominio CDR de aminoacidos de cadena pesada CDR1 GGSVSLYY
(SEQ ID NO: 31), CDR2 GYIYSSGST (SEQ ID NO: 32) y CDR3 ARSASIRGWFD (SEQ ID NO: 33), y secuencias
CDR de cadena ligera CDR1 QSISSY (SEQ ID NO: 34), CDR2 AAS (SEQ ID NO: 35) y CDR3 QQSYHTPW (SEQ ID
NO: 36), una region constante humana y una secuencia de cadena J humana como se expone en SEQ ID NO: 15.

[0028] En aspectos adicionales, el presente documento da a conocer un acido nucleico aislado que comprende una
secuencia que codifica un polipéptido o anticuerpo de unién a neurona como se define anteriormente, y métodos de
preparacion de polipéptidos o anticuerpos que comprenden la expresion de dichos acidos nucleicos en condiciones
para llevar a cabo la expresion de dicho polipéptido o anticuerpo, y la recuperacion del polipéptido o anticuerpo. En
uno de tales aspectos, se proporciona un acido nucleico que codifica una secuencia de la region variable del
anticuerpo que tiene las secuencias de aminoacidos expuestas en las Figuras 5 o 6 o se describe un anticuerpo que
tiene secuencias del dominio CDR como se expone en las Figuras 5 o 6. En un aspecto, se proporciona un acido
nucleico que comprende la secuencia de acido nucleico de la Figura 5 o 6. En un aspecto adicional, se proporciona
una region variable de cadena pesada VH o un acido nucleico que codifica VL de region variable de cadena ligera
como se establece en la Figura 5 o 6. La presente descripcion también se refiere a una molécula de ADN
recombinante o un gen clonado, o una variante degenerada del mismo, que codifica un anticuerpo; preferiblemente
una molécula de acido nucleico, en particular una molécula de ADN recombinante o gen clonado, que codifica el
anticuerpo VH y VL, particularmente las secuencias de la region CDR, que tiene una secuencia o es capaz de
codificar una secuencia mostrada en la Figura 5 o 6. Aqui se describe un acido nucleico que codifica la secuencia de
la cadena pesada (SEQ ID NO: 2) y de la regién variable de la cadena ligera (SEQ ID NO: 12) de IgM12 y la
secuencia de la regién variable de la cadena ligera que codifica el acido nucleico (SEQ ID NO: 18) (SEQ ID NO: 28)
de IgM42. En la presente se describe un acido nucleico que codifica un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende las secuencias del dominio de CDR de aminoacidos de cadena pesada variables CDR1 GGSVSLYY
(SEQ ID NO: 31), CDR2 GIISYSGST (SEQ ID NO: 32) y CDR3 ARSASIRGWFD (SEQ ID NO: 33), y secuencias de
CDR de cadena ligera CDR1 QSISSY (SEQ ID NO: 34), CDR2 AAS (SEQ ID NO: 35) y CDR3 QQSYHTPW (SEQ ID
NO: 36). En un aspecto adicional, el acido nucleico codifica adicionalmente una region constante humana y una
cadena J humana, particularmente la cadena J de SEQ ID NO: 15. Se describe un acido nucleico que codifica un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende las secuencias del dominio CDR de aminoacidos de cadena
pesada variable CDR1 GFT-FSTYA (SEQ ID NO: 37), INVGGVTT CDR2 (SEQ ID NO: 38) y CDR3
VRRSGPDRNSSPADF (SEQ ID NO: 39) y secuencias CDR de cadena ligera CDR1 QGIG (SEQ ID NO: 40), CDR2
TTS (SEQ ID NO: 41) y CDR3 QKYNSAPRT (SEQ ID NO: 42). En un aspecto adicional, el acido nucleico codifica
adicionalmente una region constante humana y una cadena J humana, particularmente la cadena J de la SEQ ID
NO: 15.

[0029] Los anticuerpos, fragmentos de los mismos y anticuerpos recombinantes que comprenden las secuencias de
region variable de acuerdo con la divulgacion se pueden usar en un método de tratamiento, prevencion o diagnostico
del cuerpo humano o animal, tal como un método de neuroprotecciéon en un mamifero que comprende administrar a
dicho mamifero una cantidad eficaz de los anticuerpos, fragmentos de los mismos y anticuerpos recombinantes. Los
anticuerpos recombinantes o fragmentos de los mismos que comprenden las secuencias de la region de dominio
CDR segun la descripcion pueden usarse en un método de neuroproteccion en un mamifero que comprende
administrar a dicho mamifero una cantidad eficaz de los anticuerpos, fragmentos de los mismos y anticuerpos
recombinantes.

[0030] Los agentes de la descripcion, en particular los anticuerpos recombinantes o fragmentos de los mismos se
pueden usar como agentes neuroprotectores en métodos para la prevencion, tratamiento o mejora de lesion del
nervio, dafio o compromiso y complicaciones que pueden, o resultan en dafio en el SNC. Los métodos de
tratamiento o prevencion son aplicables cuando la pérdida de estructura, funciéon o supervivencia de las neuronas
esta involucrada o asociada, incluyendo lesién o trauma cerebral, lesion de la médula espinal (LME), lesion nerviosa,
lesién en la cabeza, condiciones donde se reduce o compromete el suministro de sangre al cerebro o enfermedades
infecciosas del cerebro, enfermedades neurodegenerativas. Ejemplos de tales enfermedades o condiciones para el
tratamiento, prevencion o mejora incluyen lesion de la médula espinal (LME), lesion cerebral traumatica (LCT),
esclerosis lateral amolotrépica (ELA), esclerosis multiple (EM), enfermedad de Alzheimer, accidente cerebrovascular,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, anoxia prenatal/isquemia perinatal y/o paralisis cerebral,
encefalopatia, mielopatia y enfermedades de las neuronas motoras. La presente descripcion se refiere por lo tanto a
métodos para tratar o mejorar enfermedades o afecciones en mamiferos donde los nervios estan comprometidos,
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lesionados o escenarios donde los nervios o neuronas son susceptibles o en riesgo de compromiso, lesion o dafio
que comprende administrar un anticuerpo recombinante o completamente humano o fragmento del mismo
seleccionado de IgM12 e IgM42.

[0031] Los anticuerpos, fragmentos de los mismos y anticuerpos recombinantes que comprenden las secuencias de
region variable de acuerdo con la divulgacion, pueden ser utilizados en métodos o se administran en composiciones
para la mejora o la estabilizacion de la funcidon neurolégica o de la funcién motora en los casos, enfermedades o
condiciones en las que los nervios estan comprometidos, lesionados o dafiados o escenarios donde los nervios o las
neuronas son susceptibles o en riesgo de compromiso, lesidon o dafio. En un aspecto particular, los anticuerpos o
fragmentos de los mismos se utilizan o se administran en etapas tempranas o iniciales de una enfermedad o
afeccion, o se repiten a lo largo del curso o duracién de una enfermedad o afeccion, para facilitar o mantener la
mejora o la estabilizacion de la funcion neuroldgica o la funcion motora, que incluye o se selecciona del movimiento,
como caminar o la funcién cognitiva, como la recuperacion o el reconocimiento.

[0032] Los métodos pueden comprender la administracion de mas de un anticuerpo o fragmento, que incluye
combinaciones de anticuerpos IgM12 y 42. Se describen métodos que comprenden administrar uno o mas
anticuerpos o fragmentos de los mismos, donde un anticuerpo comprende (a) las secuencias de dominio de CDR de
aminoacidos de cadena pesada variables CDR1 GGSVSLYY (SEQ ID NO: 31), CDR2 GYIYSSGST (SEQ ID NO:
32) y CDR3 ARSASIRGWEFD (SEQ ID NO: 33), y secuencias de CDR1 de cadena ligera CDSISY (SEQ ID NO: 34),
CDR2 AAS (SEQ ID NO: 35) y CDR3 QQSYHTPW (SEQ ID NO: 36) o (b) las secuencias de dominio de CDR de
aminoacidos de cadena pesada variables CDR1 GFTFSTYA (SEQ ID NO: 37), INVGGVTT de CDR2 (SEQ ID NO:
38) y CDR3 VRRSGPDRNSSPADF (SEQ ID NO: 39), y secuencias de CDR de cadena ligera CDR1 QGIG (SEQ ID
NO: 40), CDR2 TTS (SEQ ID NO: 41) y CDR3 QKYNSAPRT (SEQ ID NO: 42). En un método adicional de este tipo,
uno o mas anticuerpos IgM12 y/o anticuerpos IgM42 se pueden combinar con otro anticuerpo activo del SNC, que
incluye particularmente uno o mas de los anticuerpos rHIgM22 y/o rHIgM46. El anticuerpo rHIgM22 comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 43 y 44, o las CDR de estas SEQ ID. El anticuerpo rHIgM46
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 45y 46, o las CDR de estas SEQ ID. Por lo tanto,
uno o mas anticuerpos IgM12 y/o anticuerpos IgM42 se pueden combinar con uno o mas anticuerpos remielinizantes
que comprenden (a) CDRs de region variable de cadena pesada que comprenden secuencia CDR1 SSGMH
secuencia CDR2 V(I)ISYDGSRKYYADSVKG y secuencia CDR3 GVTGSPTLDY, y CDR de region variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de CDR1 SGSSNIGNNFVS secuencia de CDR2 DITKRPS y secuencia
de CDR3 G(E)TWDSSLSAV V; o (b) CDRs de la region variable de la cadena pesada que comprenden secuencia
CDR1 SGFTF-SSYW secuencia CDR2 IKKDGSEK y secuencia CDR3 ARPNCGGDCYLPWYFD, y secuencia CDR1
que comprende CDR de cadena ligera variable QSVLYSSNNKNY secuencia CDR2 YWAS y secuencia CDR3
QQYYNTPQA. Las combinaciones de anticuerpos se pueden administrar colectivamente o en serie, y en diversos
momentos y diversas cantidades o concentraciones. Se pueden utilizar anticuerpos bi o multiespecificos. En un
aspecto particular de este tipo, el anticuerpo 12 y/o 42 se administra en combinacién con el anticuerpo 22 y/o 46 y/o
un anticuerpo que tiene la region CDR secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de IgM22 o IgM46, mediante
administracion combinada o en serie, separadas por un corto periodo de tiempo o por un periodo de tiempo mas
largo, incluso por horas, dias o semanas. En un aspecto particular, el anticuerpo 12 y/o 42 se administra en
combinacién con el anticuerpo 22 y/o 46, mediante administracion combinada o en serie para el tratamiento de la
mejora de una enfermedad o afeccion que implica neurodegeneracion, y que incluye particularmente
desmielinizacion. En un aspecto adicional adicional, el anticuerpo 12 y/o 42 se administra en combinacion con el
anticuerpo 22 y/o 46, mediante administracion combinada o en serie para el tratamiento de la mejora de una
enfermedad o condicién desmielinizante. En un aspecto particular, el anticuerpo 12 y/o 42 se administra en
combinacién con el anticuerpo 22 y/o 46, mediante administracion combinada o en serie para el tratamiento de la
mejora de la esclerosis multiple. En uno de estos aspectos, la remielinizacion y la neuroproteccion se logran para los
efectos combinados, incluidos los efectos sinérgicos, en un aspecto clinico mensurable de la enfermedad de la EM.

[0033] En vista de las capacidades neuroprotectoras y/o neurodegenerativas de los agentes de la descripcion, la
presente divulgacion se refiere ademas a métodos in vitro de produccion y estimulacion de la proliferacion de las
neuronas, incluyendo la proliferacion de las neuronas corticales, las neuronas del hipocampo, células granulares
cerebelares y células ganglionares de la retina. Dichas neuronas proliferadas pueden ser adecuadas para
transplantes y protocolos y métodos terapéuticos de células nerviosas.

[0034] La utilidad de diagndstico de la presente descripcion se extiende al uso de los anticuerpos en los ensayos y
métodos para caracterizar la lesion del nervio del SNC o dafios o para detectar o evaluar la enfermedad o
condiciones que implican lesiones del nervio, dafios o muerte (incluyendo la muerte necrética o apoptética), incluidos
los ensayos de diagnéstico e imagen in vitro e in vivo. En un inmunoensayo, se puede preparar y marcar una
cantidad de control de los anticuerpos o similares con una enzima, una pareja de unién especifica, ligando, un
colorante, una etiqueta fluorescente y/o un elemento radiactivo, y luego se puede introducir en una muestra celular
después de que el material etiquetado o su(s) compariero(s) de unién hayan tenido la oportunidad de reaccionar con
sitios dentro de la muestra, la masa resultante puede examinarse mediante técnicas conocidas, que pueden variar
segun la naturaleza de la etiqueta adjunta. En una aplicacion de diagndstico o formacion de imagenes in vivo, el
anticuerpo o un fragmento de unién a la neurona del mismo se puede preparar y marcar con una enzima, una pareja
de union especifica, ligando, un colorante, una etiqueta fluorescente y/o un elemento radiactivo, y puede ser

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 662 100 T3

introducido en un animal. Después de que el material marcado o su(s) compafiero(s) de unidon hayan tenido la
oportunidad de reaccionar con sitios dentro del animal, el animal puede examinarse mediante técnicas conocidas,
que pueden variar segun la naturaleza de la etiqueta adjunta.

[0035] Los miembros de union especifica radiomarcados, particularmente anticuerpos y fragmentos de los mismos,
son Utiles en técnicas de diagnostico in vitro y en técnicas de obtencion de radioimagenes in vivo. En un aspecto
adicional, los miembros de unién especifica radiomarcados, particularmente anticuerpos y fragmentos de los
mismos, particularmente radioinmunoconjugados, son utiles en radioinmunoterapia, particularmente como
anticuerpos radiomarcados para la reparacion de lesiones nerviosas, recuperacion neurodegenerativa, cancer o
terapia de tumores SNC, o alternativamente para la ablacion de tejido nervioso dafiado o neuronas en ciertos casos.
En un aspecto in vivo, el anticuerpo o fragmento de unién a neurona del mismo se marca y se administra al animal
antes, durante o después de la cirugia o una técnica quirargica, incluida una técnica estereotaxica o minimamente
invasiva, con el fin de localizar lesiones nerviosas o evaluar el resto del tejido neural dafiado o lesionado. En uno de
tales aspectos, los miembros de unién especifica radiomarcados, particularmente anticuerpos y fragmentos de los
mismos, son Utiles en técnicas de cirugia radioinmunogénica, en las que pueden identificar e indicar la presencia y/o
localizacion de células nerviosas o neuronas comprometidas, dafiadas, lesionadas o moribundas o tejido nervioso,
antes, durante o después de la cirugia para identificar, o eliminar tales células.

[0036] Los inmunoconjugados o proteinas de fusion de anticuerpos se incluyen, en los que los miembros de union
especifica, particularmente anticuerpos y fragmentos de los mismos, se conjugan o se unen a otras moléculas o
agentes incluyen adicionalmente, pero no se limitan a los miembros de unién conjugados con un farmaco
neuroactivo, agente de ablacion quimica, toxina, inmunomodulador, citoquina, agente citotoxico, agente
quimioterapéutico o farmaco.

[0037] En la presente memoria se da a conocer un sistema de ensayo que puede prepararse en forma de un kit de
prueba para el andlisis cuantitativo de la extensién de la presencia de, por ejemplo, neuronas dafadas,
comprometidas o lesionadas o para cuantificar neuronas en una muestra. El sistema o kit de prueba puede
comprender un componente marcado preparado por una de las técnicas radiactivas y/o enzimaticas discutidas en
este documento, acoplamiento de una etiqueta al anticuerpo, y uno o mas reactivos inmunoquimicos adicionales,
opcionalmente al menos uno de los cuales es un componente inmovilizado libre o su(s) compariero(s) vinculante(s).

[0038] Los anticuerpos de la presente divulgacion, y, en una realizacion particular, anticuerpo(s) recombinante(s)
que comprende(n) las secuencias de cadena pesada y/o ligera presentadas en la Figuras 5 y 6 en el presente
documento, o fragmentos activos de los mismos, y de cadena unica, anticuerpos recombinantes o sintéticos
derivados de la misma, que comprenden particularmente las secuencias de la region CDR representadas en las
Figuras 5 y 6, puede prepararse en composiciones farmacéuticas, que incluyen un vehiculo, portador o diluyente
adecuado, para administracion en casos en los que la terapia es apropiada, como tratar o mejorar afecciones o
enfermedades implica compromiso neuronal, dafio, lesion o muerte. Tales composiciones farmacéuticas también
pueden incluir métodos para modular la vida media de los anticuerpos o fragmentos por métodos conocidos en la
técnica tales como pegilacion. Tales composiciones farmacéuticas pueden comprender adicionalmente anticuerpos
adicionales o agentes terapéuticos.

[0039] Se describen aqui anticuerpos y fragmentos de los mismos, que estan unidos de forma covalente o
asociados de otro modo con otras moléculas o agentes. Estas otras moléculas o agentes incluyen, pero no se limitan
a moléculas (incluyendo anticuerpos o fragmentos de anticuerpos) con caracteristicas de reconocimiento distintas,
toxinas, ligandos, agentes neuroactivos y agentes quimioterapéuticos. En un aspecto adicional, los anticuerpos o
fragmentos pueden usarse para dirigir moléculas terapéuticas u otros agentes, por ejemplo, para dirigir moléculas o
agentes a neuronas, por ejemplo a neuronas corticales, neuronas hipocampales, células ganglionares de la retina o
células granulares cerebelosas, incluyendo en sitios de heridas, sitios isquémicos, sitios tumorales, areas
inflamatorias o lesiones neurodegenerativas.

[0040] Otros objetos y ventajas seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de una revision de la
siguiente descripcion detallada, que procede con referencia a los siguientes dibujos ilustrativos, y las
reivindicaciones acompanantes.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0041]

FIGURA 1: IgM humanas se unen a la superficie de miiltiples tipos de neuronas. sHIgM42 (A) y rHIgM12
(C) se unen a la superficie de neuronas corticales vivas que coexpresan neurofilamentos (NF) (B y D). Las
células se mantuvieron en hielo durante una incubacién de 10 minutos con IgM a 10 pg/ml en medios. Las
células se fijaron, se lavaron, y se detectd IgM humana con un anticuerpo secundario Fab'2-FITC de la cadena
mu humana. La NF interna esta presente como un patrén segmentado caracteristico. Las células corticales se
cultivaron durante 6 dias en medio Neurobasal B27 sobre cubreobjetos de vidrio recubiertos de poliornitina. No
todas las neuronas corticales expresan NF todavia, pero las IgM se unen a todas las neuronas en el cultivo.
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rHIgM12 (E verde) y sHIgM42 (F verde) se unen a la superficie de las neuronas del hipocampo del raton vivo que
coexpresan el neurofilamento (NF, rojo). Las neuronas hipopdpicas se cultivaron durante 1 semana en medios
Neurobasal B27 sobre plastico revestido con polilisina. Las células aisladas de una reseccion del l6bulo temporal
humano se cultivaron en DMEM/F12/N2/B27 durante 21 dias. rHIgM12 se uni6 a la superficie de las células (G)
que también eran positivas para 3 lll tubulina (F, anti- B Il de Promega).

FIGURA 2. Las IgM humanas etiquetan la superficie de las células granulares del cerebelo en distintos
patrones. Se incubaron células granulares de cerebelo de rata 1 dia en cultivo con 10 pug/ml de IgM derivada de
suero humano, sHIgM12 o sHIgM42, en medio de cultivo durante 15 minutos en hielo. Después del lavado y la
fijacion con paraformaldehido al 4%, las células se incubaron a temperatura ambiente con un anticuerpo de
cadena mu antihumana conjugada con FITC y se obtuvieron imagenes usando un microscopio de
inmunofluorescencia. El patrén de etiqueta de la membrana neuronal que usa estos dos anticuerpos es diferente.
Las areas cortas de membrana de neurita estan unidas por sHIgM12 lo que da como resultado un patron
claramente punteado. Las areas mas grandes de la membrana de neurita estan unidas por sHIgM42 dando como
resultado un patron segmentado. La ampliacion es 400x.

FIGURA 3. Las IgM humanas que se unen a neuronas, rHIgM12 y sHIgM42 protegen a las neuronas
corticales en cultivo de la muerte celular inducida por peroxido. Neuronas de ratén a los 3 dias en cultivo se
trataron con 500 nM H»O, o solucién salina con o sin 10 ug/ml de IgM humanos durante 30 min. Las células se
lavaron con medio Neurobasal B27 reciente y 24 horas después se detecto la expresion de caspasa-3 en 96
pocillos tratados utilizando un kit de ensayo caspasa-3 FLICA (Immunochemistry Technologies 935). Las barras
indican el % de proteccion de la activacion de la caspasa 3.

FIGURA 4 representa un vector amplificable para producir anticuerpo recombinante. Este es un mapa del vector
utilizado para generar anticuerpos recombinantes basados en sHIgM22 (rHIgM22), que se modifico para la
produccion de IgM12 e IgM42 recombinantes. Para la expresion en células CHO, el promotor VH se reemplazé
con el promotor E1A. La regién constante de la cadena ligera de CA se reemplazd por una region constante de la
cadena ligera kappa Ck.

FIGURA 5 representa el aminoacido del anticuerpo IgM12 y la secuencia de acido nucleico, en el vector
recombinante. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada y la secuencia de acido nucleico codificante
esta en gris y cada una de las secuencias de la regién Vh y constante CH1, CH2, CH3 y CH4 se proporcionan e
indican. La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera y la secuencia de acido nucleico codificante estan en
purpura y estan indicadas tanto las secuencias VL variables como las constantes CL (kappa). Se observan las
secuencias de la region CDR para las regiones variables de la cadena pesada y ligera. La cadena J humana esta
indicada en la secuencia de aminoacidos y acidos nucleicos.

FIGURA 6 representa el aminoacido del anticuerpo IgM42 y la secuencia de acido nucleico en el vector
recombinante. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada y la secuencia de &acidos nucleicos
codificantes estan en gris y cada una de las secuencias de la region Vh y CH1, CH2, CH3 y CH4 estan
proporcionadas e indicadas. La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera y la secuencia de acido nucleico
codificante estan en purpura y estan indicadas tanto las secuencias VL variables como las constantes CL
(kappa). Se observan las secuencias de la region CDR para las regiones variables de la cadena pesada y ligera.
FIGURA 7. El rHIgM12 recombinante mejora los déficits en ratones con enfermedad inducida por TMEV.
La actividad nocturna espontanea media por hora (cuando los ratones estan normalmente activos) se altera a las
3 semanas después de una Unica dosis i.p. de 100 pg de sHIgM12. Grupos de 5 ratones SJL a los 90 dias
después de la infeccién con TMEV se trataron con rHIgM12 (barras rojas) o una IgM humana de control (barras
negras) y se controlaron durante 3 dias semanalmente como grupos en cajas de monitorizacién de actividad
AccuScan. La + SEM media de la actividad horizontal nocturna por hora durante 3 periodos nocturnos se
comparé con la actividad nocturna durante las 3 noches previas al tratamiento con IgM. Un aumento en la
actividad nocturna en comparacion con los niveles previos al tratamiento estuvo presente entre las 3 semanas y
7 semanas después del tratamiento con una dosis Unica de rHIgM12 (P<0,01), pero no después del tratamiento
con control. Los niveles de actividad de los ratones apareados envejecidos no infectados se representan
graficamente para comparacion (barra verde).

FIGURA 8. Espectros MRS recogidos en el tallo cerebral del ratéon. Los paneles superiores indican el voxel
del que se recogio la sefial. El posicionamiento de esta region de interés utilizé hitos anatémicos. Se usa una
exploraciéon MRI muy corta para obtener las imagenes en tres planos ortogonales para colocar el cubo de 2,5
mm?3 sobre el tallo cerebral (panel superior). Un espectro de 300MHz, 1H del tronco encefalico del raton (panel
inferior). Los picos de colina (Cho), creatina (Cr) y N-acetilo-aspartato (NAA) se identifican facilimente. El espectro
se refiere al agua a 4,7 ppm.

FIGURA 9. La disminucion de los niveles de NAA en el tallo cerebral se correlaciona con el aumento de la
pérdida de axones. Se estudiaron 10 ratones SJL prospectivamente de 0 a 270 dias después de la infeccion
con TMEV. La MRS se obtuvo en el tronco encefalico de cada ratéon y se determiné la concentracion de NAA
(arriba). Se registrdé una disminucion gradual de NAA en todos los ratones que alcanzé una caida
estadisticamente significativa a los 90 dias después de la infeccion por el virus, el punto en el que se muestra
que los axones grandes se pierden por conteo directo en secciones transversales (2). Los niveles de NAA
permanecieron deprimidos durante la duracion de la enfermedad. Los axones absolutos se contaron (abajo) en el
nivel T6 de ratones no infectados (barra negra), 90 dias (gris) y 270 dias (blanco) después de la infeccion.
FIGURA 10. NAA en el tallo cerebral después de una dosis unica de IgM humanas. Grupos de 10-15
ratones SJL a los 90 dias después de la infeccion por TMEV, el momento en que los niveles de NAA comienzan
a caer y la gran pérdida de axones es detectable recibieron una unica dosis de 100 ug de sHIigM12, sHIgM42,
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una IgM humana de control o solucién salina (PBS) i.p. MRS en el tallo cerebral se recolecté antesy alas 5y 10
semanas después del tratamiento. Los niveles de NAA se calcularon a partir de estos espectros. En los grupos
tratados con sHIgM12 y sHIgM42, la NAA aumenté en comparacion con los niveles previos al tratamiento
después de 5 semanas (P = 0,005, P = 0,029) y a las 10 semanas (P<0,001, P = 0,037). En grupos de ratones
tratados con reactivos de control se establecieron o descendieron. El grafico representa la media +/- SEM de los
niveles de voxel NAA del tallo cerebral.

FIGURA 11. Las IgM humanas que se unen a las neuronas no alteran la desmielinizacién, la
remielinizacién o la inflamacién. Grupos de 5 ratones crénicamente infectados con TMEV se trataron con una
Unica dosis de 100 pg de IgM humanos. Todos los grupos contienen el mismo grado de inflamacion de la médula
espinal (barras negras) y desmielinizacion (barras rojas) a las 10 semanas después del tratamiento. Como se
esperaba, los ratones tratados con la IgM de unién a oligodendrocitos, rHIgM22, mostraron una remielinizacion
mayor (barras verdes). sHIgM12 y sHIgM42 no promueven la remielinizacién de la médula espinal. Esto sugiere
que puede haber multiples formas de proteger los axones in vivo.

FIGURA 12. Vida media en suero de neuronas que se unen a IgM humanas en la circulacion de ratones
CD-1 después de la inyeccion intravenosa. ELISA de sandwich se utilizé para cuantificar la descomposicion
de la cadena mu humana de los sueros de ratdn durante mas de 48 horas. La media de la OD405 del sustrato de
fosfatasa alcalina (Sigma 104) obtenida de los medios. Sueros de 3 ratones por grupo y error estandar son
graficados.

FIGURA 13. rHIgM12 etiquetado con 35S entré en el cerebro y la médula espinal de ratones SJL infectados
y no infectados con TMEV. rHIgM12 etiquetado con 35S se administré i.p. a ratones SJL infectados con TMEV y
no infectados ajustados por edad durante 5 meses. 4 horas mas tarde se perfundié un par de ratones con
solucion salina, se recogieron los tejidos de forma aguda, se pesaron, se picaron con una maquina de afeitar y se
mezclaron con 10 ml de fluido de centelleo (Ultima Gold LSC). Lo mismo se repitié a las 24 h. Después de 48
horas, permitiendo que el tejido se solubilizara, los viales se contaron durante 1 minuto en un contador de
centelleo Beckman. Se grafican los recuentos totales de todo el cerebro y la médula espinal de cada ratén. Los
recuentos de fondo sin tejido en los viales fueron 12 recuentos.

FIGURA 14. Las IgM humanas que se unen a neuronas se dirigen in vivo a las lesiones de la médula
espinal. A los ratones con desmielinizacion medular inducida por TMEV crénica se les administré 1,0 mg por via
intraperitoneal de sHIgM42 (A), rHIgM12 (B) o IgM monoclonal humana de control (C). 4 horas mas tarde, los
ratones se perfundieron con paraformaldehido al 4%, se extrajeron las médulas espinales, se seccionaron en
congelacion y se inmunomarcaron usando fragmentos Fab'2 conjugados con FITC dirigidos contra la cadena mu
humana (Jackson Immnoresearch). Las médulas espinales de los ratones que recibieron sHIgM42 o rHIigM12
contenian IgM humana en las lesiones. Se encontré poco control de IgM humana en las lesiones. Los paneles
inferiores son tinciones H/E para visualizar células y lesiones inflamatorias. Concluimos que ciertas IgM humanas
pueden cruzar el BBB en el modelo TMEV.

FIGURA 15. Las IgM humanas que se unen a la neurona se localizan en los axones del neurofilamento +
(NF) en las lesiones de la médula espinal. A los ratones con desmielinizacion medular inducida por TMEV
cronica se les administré 1,0 mg por via intraperitoneal de IgM y se sacrificaron 4 horas mas tarde. Las médulas
espinales se congelaron en secciones longitudinalmente y se inmunomarcaron con fragmentos de Fab'2 de la
cadena mu humana antihumana conjugada con FITC (verde) y anti-NF (SMI-32 y 34, rojo) seguido de un TRICT
conjugado secundario. Las imagenes confocales fusionadas confirman la colocalizacion de sHIgM42 (A) con
fibras largas NF+ (B), fusionadas en (C). rHIgM12 (D, verde) también se co-localizdé con estructuras NF+ (D,
rojo) tales como haces de fibras de axones transversales.

FIGURA 16. rHIgM12 y sHIgM42 no exacerban la puntuacion clinica de EAE. Grupos de 10 ratones C57BL6
con EAE inducida por péptido MOG recibieron una unica dosis i.v. de 100 yg de rHIgM12, sHIgM42, IgM humana
de control o solucién salina en el momento en que cada ratén alcanzé una puntuacion clinica de 1 (cola flacida) y
se monitored cada dos dias hasta 28 dias después de la inmunizacion. Los graficos son la media +/- SEM de la
puntuacion clinica media de cada grupo de tratamiento. ANOVA en rangos de puntuacién clinica promedia
indicaron que no hubo diferencia entre los grupos (P = 0,14).

FIGURA 17. rHIgM12 y sHIgM42 no exacerban la patologia de la médula espinal EAE. Al final del estudio en
la Fig. 13, se extrajeron los cordones espinales, se cortaron en bloques de 1 mm, se cortaron secciones
transversales de cada tercer bloque consecutivo y se tifieron con ericromo para visualizar la patologia. 10
secciones transversales por raton (40 cuadrantes) se clasificaron a ciegas. No hubo diferencias en la inflamacion
(P = 0,825) o desmielinizacion (P = 0,766) entre los grupos.

FIGURA 18. El rHIgM12 promueve el crecimiento de neuritas. Las neuronas del hipocampo E15 se cultivaron
en cubreobjetos de vidrio revestido con poli-D-lisina (PDL) (A) o rHIgM12 (B) -nitrocelulosa. 12 horas después de
la siembra de las células, estas neuronas se fijaron y se tifieron con el anticuerpo de $3-tubulina (A1 y B1, verde)
y la faloidina de Texas-red (A2 y B2). A3-B3 son superposiciones de A1-A2 y B1-B2, donde los nucleos se
tifieron con DAPI (azul). C, D y E muestran la medicion del total (C, p = 0,0056), el mas largo (D, p <0,0001) y el
segundo mas largo (E, p = 0,0782) longitudes de neurita. Las neuronas que crecen en rHIgM12 tienen menos
neuritas (F, p <0,0001) y la mayoria son neuronas en etapa 3 (G) en comparacion con las neuronas sembradas
en sustratos de PDL de control (72% frente a 18%) que tienen neuritas simétricas multiples. Los analisis
estadisticos muestran la media de + SEM (prueba t impar).

FIGURA 19. rHIgM12 impulsa la formacion de axones

Las neuronas del hipocampo 12 horas después de la siembra en sustratos de PDL (A), PDL+Laminina (B) o
rHIgM12 (C) se tifieron con Tau1 (A1-C1, verde) o MAP2 (A2-C2, azul). A3-C3 son superposiciones de A1-C1y
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A2-C2, y F-actina (roja) se marcé con faloidina Texas-red. DF muestra la intensidad relativa de Tau1 a lo largo
de las neuritas mas largas desde el cuerpo celular hasta el cono de crecimiento en A1-C1 marcado con lineas
discontinuas. La tincion de Tau1 se enriquece asimétricamente en la parte distal de la neurita mas larga en las
neuronas de la etapa 3 cultivadas tanto en sustratos rHIgM12 como laminina.

FIGURA 20. La unién a rHIgM12 reorganiza las membranas neuronales

Las neuronas hipocampales DIV3 se tifieron tres veces con rHIgM12, toxina B del célera (CTB, Alexa Fluor 594)
y fijacion posterior con filipina (A). rHIgM12 (A1) etiqueta uniformemente la superficie de la neurona, con un
patron similar al de GM1 (A2) o colesterol (A3) marcado por CTB o filipina, respectivamente. Sin embargo,
después del tratamiento con rHIgM12 durante 30 min a 37°C, los agregados de rHIgM12 unidos a la membrana
en la superficie de la neurona (B1-C1). El tratamiento con rHIgM12 produce una agrupacion de colesterol (B2) y
GM1 (C2), que se localiza junto con el rHIgM12 agregado (B3-C3). Los paneles inferiores en la parte inferior de
B y C son de mayor aumento de las regiones en caja, que muestran la colocalizacion de rHIgM12 agregado
(verde) con colesterol agrupado (azul) o GM1 (rojo) en la region del cono de crecimiento.

FIGURA 21. rHIgM12 se co-localiza con GM1 en microdominios de membrana neuronal

A. Las neuronas del hipocampo DIV1 se fijaron primero con paraformaldehido al 4% y luego se tifieron con
rHIgM12. rHIgM12 etiqueta estructuras de punctum mas pequefas. B. Las neuronas del hipocampo DIV1
vivo se enfriaron a 4°C durante 30 minutos y luego se marcaron con rHIgM12, seguido de tincién con
anticuerpo anti B-lll-tubulina después de la fijacion. rHIgM12 tifie formaciones punteadas mucho mas grandes
en la superficie de la neurona. C. Las neuronas del hipocampo DIV3 vivo se trataron con metilo-f3-
ciclodextrina durante 30 minutos a 37°C para reducir el colesterol y luego se enfriaron a 4°C. Las neuronas
fijas se tifieron con rHIgM12 (verde) y toxina B del cdélera (roja). rHIgM12 se une a los puntos mas grandes
que localizan GM1 etiquetados por la toxina B del célera. El panel inferior muestra un aumento mayor de las
regiones enmarcadas.

FIGURA 22. El rHIgM12 se une a balsas lipidicas

Se permitiéd que las neuronas corticales DIV7 vivas se unieran a rHIgM12 o al anticuerpo IgM de control a 4°C
durante 30 min. A. Las neuronas se lavaron tres veces después de la union del anticuerpo y se lisaron en
tampon que contiene 0,5% de NP-40. Los lisados se separaron mediante microcentrifugacion a 4°C, y tanto los
sobrenadantes como los granulos se transfirieron con anticuerpo secundario IgM antihumano. rHIgM12 se
distribuye tanto en el sedimento como en el sobrenadante en comparacioén con el anticuerpo IgM de control, que
no se une a las neuronas y va al lavado. El panel inferior muestra un gel separado con Coomassie cargado con
la misma cantidad de proteina. B. Las neuronas lisadas en tampon que contiene 1% de Triton X-100 se
fraccionaron mediante ultracentrifugacion en gradientes de sacarosa a 4°C. Las fracciones resultantes se
transfirieron secuencialmente para rHIgM12, caveolina-1, receptor de transferrina, 33-tubulina (B3-Tub) y beta-
actina con anticuerpos especificos. rHIgM12 se localiza en la fraccion de baja densidad que contiene caveolina-1
y B3-tubulina. Las fracciones de mayor densidad contienen receptor de transferrina, 33-tubulina y actina. Algunos
rHIgM12 se localizan en el sedimento insoluble en detergente, que se compone principalmente de proteinas
citoesqueléticas enriquecidas en tubulina. La mayoria de la actina se destina a fracciones de mayor densidad
solubles en detergente.

FIGURA 23. rHIgM12 se asocia con microtubulos

A. Las neuronas del hipocampo DIV1 se trataron primero con rHIgM12 durante 30 min a 37°C, luego se
fijaron y se extrajeron con tampoén que contenia paraformaldehido al 4% y Triton X-100 al 0,1% y seguian
tinciones para rHIgM12 (verde), B3-tubulina (azul) y F-actina (rojo). rHIgM12 se une a las moléculas
insolubles en detergente que se colocalizan con los microtubulos fasciculados a lo largo de los ejes neuriticos
(A 2y 4)y en el dominio central del cono de crecimiento, pero no con la F-actina localizada en la periferia del
cono de crecimiento (A 3 y 4). B. Se permitié que las neuronas corticales DIV7 se unieran a rHIgM12 primero,
y luego se lisaron en 0,5% de NP-40. Los sobrenadantes se sometieron a coinmunoprecipitacion. Tanto
rHIgM12 como B3-tubulina se coinmunoprecipitaron entre si.

FIGURA 24. Mecanismos propuestos por los que rHIgM12 promueve la formaciéon de axones

A. Las membranas de neurona contienen microdominios en balsas y no en balsas. Los microdominios de
balsas, que estan distribuidos uniformemente en las membranas neuronales, se segregan en dos grupos.
Uno de ellos esta asociado con microtubulos. B. La unién de rHIgM12 induce la agrupacién de microdominios
de balsas, que promueve la estabilizacion de microtubulos y el anclaje de membranas neuronales. C. Durante
el crecimiento de neuritas, los conos de crecimiento exploran el entorno y el grupo de microdominios de
balsas al interactuar con rHIgM12. Como resultado, los microtibulos se estabilizan en los sitios de contacto
rHIgM12 y anclan las membranas neuronales, lo que mejora la periferia del cono de crecimiento a la
transicion al dominio central como se observa en las Figuras 3 y 6 donde el rHIgM12 aplicado en el bafio se
agrega en el dominio central del cono de crecimiento.

FIGURA 25. rHIgM12 no se asocia con tubulina directamente

A. Las células de neuroblastoma N2A se tifieron con rHIgM12 (A1, verde) y B3-tubulina (A2, rojo). Los
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nucleos se marcaron con DAPI (A3, azul). Las células N2A son negativas para la tincion de rHIgM12 pero
expresan B3-tubulina. B. Los sobrenadantes de los lisados de células N2A se incubaron con rHIgM12 y las
moléculas asociadas con rHIgM12 se redujeron por agarosa con proteina L y se sometieron a transferencia
Western. rHIgM12 no esta asociado con el granulo. La B3-tubulina no se redujo por rHIgM12, aunque se
detect6 en los sobrenadantes.

FIGURA 26. rHIgM12 disminuye la actina, pero no se colocaliza con F-actina

A. Las neuronas del hipocampo vivas DIV1 se tifieron a 4°C con rHIgM12 (A1, verde) primero, y F-actina (A2,
rojo) se marco con faloidina Texas-red después de la fijacion. En la region del cono de crecimiento, la F-
actina se redujo y se enriquecié en el dominio central, mientras que rHIgM12 tifi6 uniformemente las
estructuras de puntos en la superficie del cono de crecimiento, que marcé el borde mismo del cono de
crecimiento. B. Una pequefia cantidad de actina fue disminuida por rHIgM12, y ninguno de los tres
anticuerpos anti-actina ensayados funcioné en la inmunoprecipitacion. La banda en la posicion similar a f3-
tubulina es la cadena pesada de IgG indicada por la punta de flecha vacia.

FIGURA 27 (a) Las membranas celulares se reconstituiran en una fina pelicula de oro perforada con miles de
nanoporos (200 nm de tamafio). (b) La pelicula dorada suspendida esta en contacto con una solucién de tampon
en ambos lados.

FIGURA 28. Un anticuerpo humano que se une a las neuronas promueve la extensiéon de neuritas. Las
neuronas se sembraron en sustratos recubiertos con IgM humana, se dejaron crecer durante 24 horas y se
inmunomarcaron con anti-neurofilamento. sHIgM42 indujo un aumento (A) en comparacién con una IgM humana
no permisiva (B)

FIGURA 29. Un anticuerpo humano que se une a neuronas agrupa dominios de membrana. El
inmunomarcaje uniforme en soma y axones se realizé a 0°C (A). Cuando las células se calientan a 15°C durante
15 min, sHIgM42 se localiza en parches mas discretos en la superficie celular de los axones (B).

FIGURA 30. Extension de Neurita que promueve objetivos de anticuerpos humanos in vivo en areas de
lesion. A los ratones con LME crénica se les administré anticuerpo i.p., se retiraron las médulas espinales 4
horas mas tarde y se detectdé IgM humana en las secciones transversales de la médula espinal. Las areas
lesionadas de la médula espinal de un anticuerpo dado de ratén demuestran fibras paralelas que se unen a una
IgM antihumana marcada fluorescentemente (A). Las areas lesionadas de la médula espinal de un ratéon que
recibié una IgM humana de control no contienen IgM humana (B).

FIGURA 31. Lesion por aplastamiento de la médula espinal. Las fotomicrografias muestran la apariencia
tipica de la médula espinal tefida con H y E de los ratones de control (A) o los ratones 30 d después de la
compresion del clip Fejota de 8 g (B). La lesiéon por compresion esta asociada con una infiliracion extensa de
células inflamatorias, pérdida de motoneuronas.

FIGURA 32. Ejemplo de actividades nocturnas espontaneas de ratones infectados con TMEV. A) Registros
originales completos de la actividad horizontal durante el periodo de 64 dias. Las actividades nocturnas altas y
las bajas diurnas son faciles de apreciar. Debido a que los ratones normalmente estan activos durante la noche,
seleccionamos actividades nocturnas para el analisis (6PM-6AM). Sin embargo, mediante la inspeccion visual de
grabaciones comprimidas no filtradas en actividades horizontales (B) o verticales (C) puede ser dificil identificar
cambios reales a largo plazo.

Figura 33. Una dnica dosis i.p. de anticuerpo de union a neuronas (rHIgM12) mejora la actividad
horizontal en ratones SJL crénicamente infectados. Se colocaron tres grupos de 5 ratones SJL a 90 dpi en
cajas de monitoreo de actividad AccuScan. Las mediciones basales se recogieron durante 8 dias. Después del
tratamiento, los ratones se controlaron continuamente durante 8 semanas. Los paneles A, C y E corresponden a
la actividad horizontal y B, D y F corresponden a la actividad vertical. A, B) Las actividades nocturnas promedias
presentadas como recipientes para cada dia sugirieron la mejora en la actividad horizontal solo en el grupo
tratado con rHIgM12; C) Filtrado gaussiano (GB = 2 dias) y E) El ajuste polinédmico de sexto orden de valores Z
estandarizados proporcioné una mejora clara y distinta en ratones tratados con rHIgM12. B, D y F) La actividad
vertical no se vio afectada por ningun tratamiento. La actividad (escala vertical) es el nimero de interrupciones
del haz por hora. El parametro GB se puede interpretar como un valor (en dias) del ancho medio del filtro a la
mitad de la altura. Con el aumento del valor de GB, la desviaciéon estandar disminuye. Las bandas puntuales de
confianza del 95% se dan para cada dia.

FIGURA 34. Comparacion de tres tratamientos a 90 dpi usando los valores del modelo predicho. El
analisis estadistico se realizé para cada dia antes y después del tratamiento. La actividad nocturna horizontal de
los ratones tratados con rHIgM12 en comparacion con los ratones tratados con IgM y solucién salina
significativamente se divergid/se mejoré el dia 7 (p = 0,045) y el dia 11 (p = 0,042) después del tratamiento,
respectivamente (indicado por flechas negras). Las bandas puntuales de confianza del 95% se dan para cada
dia.

FIGURA 35. El rHIgM12 mejora tanto la actividad horizontal como la vertical en ratones SJL cuando se
administran temprano en la enfermedad. Se colocaron tres grupos de 5 ratones SJL a 45 dpi en cajas de
control de actividad AccuScan. Las medidas basales se recogieron durante 8 dias. Después del tratamiento, los
ratones se controlaron continuamente durante 8 semanas. Los paneles A, C, E y G corresponden a la actividad
horizontal y B, D, F y H corresponden a la actividad vertical. A, B) Registros originales sin filtro para actividad
horizontal y vertical; C, D) Actividades nocturnas promedias presentadas como contenedores para cada dia, E,
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F) Filtrado gaussiano (GB = 2 dias) y G, H) Ajuste polinébmico de sexto orden de valores Z estandarizados que
reveld una mejora en la actividad horizontal y vertical en grupo tratado con rHIgM12. Grupos de control tratados
con IgM vy salinina mostraron niveles similares de actividad motora a lo largo del estudio. Las bandas de
confianza del 95% puntuales se dan para cada dia.

FIGURA 36. Comparacion de tres tratamientos a 45 dpi utilizando los valores del modelo predicho. El
analisis estadistico se realizd para cada dia antes y después del tratamiento. A, C) La actividad nocturna
horizontal de ratones tratados con rHIgM12 en comparacion con ratones control tratados con IgM y solucion
salina se divergié significativamente el dia 13 (p = 0,015) y el dia 9 (p = 0,036) después del tratamiento,
respectivamente. B, D) La actividad vertical de ratones tratados con rHIgM12 se divergié/se mejoro el dia 14 (p =
0,019) y el dia 6 (p = 0,037) después del tratamiento, respectivamente. Las flechas negras indican dias con inicio
de mejora significativa. Las bandas puntuales de confianza del 95% se dan para cada dia.

FIGURA 37. Los ratones SJL no infectados normales tienen una actividad espontanea muy variable que
no esta influenciada por ningun tratamiento. Tres grupos de 5 ratones SJL no infectados se colocaron en
cajas de monitoreo de actividad AccuScan. Las mediciones basales se recogieron durante 8 dias. Después del
tratamiento, los ratones se controlaron continuamente durante 8 semanas. Ninguno de los tratamientos indujo
cambios en la actividad horizontal (A, C, E y G) o vertical (B, D, F y H). Las bandas puntuales de confianza del
95% se dan para cada dia.

FIGURA 38. Una sola dosis de anticuerpo humano aumenté la supervivencia en ratones transgénicos
mutantes SOD1 G86R. Los ratones se trataron con una dosis tnica de rHIgM12 o PBS a los 55 dias de edad.
Algunos ratones no fueron tratados. Los ratones fueron seguidos hasta moribundos y luego sacrificados por
patologia. Algunos ratones murieron a causa de la enfermedad. Todos los ratones tuvieron una pérdida de peso
profunda antes de la muerte. La supervivencia se trazd usando las curvas de Kaplan-Meir y la significacion
estadistica se determiné usando la prueba no paramétrica de Mantel-Cox. Hubo un aumento en la supervivencia
en ratones tratados con rHIgM12 en comparacioén con ratones tratados con PBS o sin tratar, P = 0,008. Todos los
analisis y el tratamiento se realizaron de forma cegada, de modo que el investigador que tomo la decision de
sacrificar los ratones no tenia conocimiento de los grupos de tratamiento. Un total de 45 ratones se estudiaron en
este analisis. Los ratones SOD +/+ de tipo salvaje de Littermate tuvieron supervivencia normal y no perdieron
peso (datos no mostrados).

FIGURA 39 representa la pérdida de peso en ratones G86R SOD1 como una funcién del tiempo en ratones a los
que se les administré una sola dosis de 200 pg de rHIgM12 a los 50 dias de edad en comparacion con los
ratones de control administrados con PBS. Los ratones administrados con rHIgM12 mostraron menos pérdida de
peso durante un periodo de 60 dias después de la inyeccion Unica de anticuerpo.

FIGURA 40. Una unica dosis de anticuerpo humano disminuyé la degeneracion del axéon de la médula
espinal en ratones transgénicos mutantes SOD1 G86R. Los ratones fueron tratados con una dosis Unica de
250 pg de rHIgM12 o PBS a los 55 dias de edad. Algunos ratones no fueron tratados. El nimero de espirales de
mielina, caracteristicos de los axones degenerados, se contaron en la médula espinal a nivel medio toracico. El
numero de axones degenerados disminuyd en ratones SOD1 mutantes tratados con rHIgM12 en comparacion
con ratones tratados con PBS (P = 0,003, prueba T) y no tratados. Se ha de tener en cuenta que el nimero de
axones degenerados en la médula espinal de ratones SOD -/- de tipo salvaje es minimo en comparacién con
ratones mutantes de SOD1 +/+. En el momento del sacrificio, los ratones se perfundieron con el fijador de Trump
(4% de formaldehido, gluataraldehido al 0,1%) y la médula espinal se cort6 en bloques de 1 mm. Los bloques se
incrustaron en plastico Araldite y las secciones de 1 micra del nivel T6 se tifieron con parafenilendiamina para
visualizar la envoltura de mielina. Se muestran secciones de la médula espinal de SOD -/- de tipo salvaje (arriba
a la derecha) y SOD1 +/+ mutante (abajo a la derecha).

FIGURA 41. Una dosis Unica de anticuerpo humano conservé las neuronas del asta anterior y posterior
en la médula espinal de ratones transgénicos mutantes SOD1 G86R. Los ratones se trataron con rHIgM12 o
PBS a los 55 dias de edad. Algunos ratones no fueron tratados. El nimero de células del asta anterior y
posterior, tefiidas con un anticuerpo para NeuN que marca especificamente a las neuronas, se contaron en
secciones de parafina de la médula espinal a un nivel medio toracico. El numero de células del asta anterior y
posterior en ratones tratados con rHIgM12 fue significativamente mayor (P = 0,0025 y P = 0,018 mediante prueba
T) que en los ratones tratados con PBS o los que no se trataron. El numero de células del asta anterior y
posterior en ratones mutantes SOD tratados con rHgM12 fue similar a las observadas en ratones SOD -/- de tipo
salvaje.

FIGURA 42. El anticuerpo humano recombinante, rHIgM12, se une a las neuronas a través de las
especies. Las neuronas corticales de ratén (A, B, C, D), las neuronas de hipocampo de ratén (E, F) y las
neuronas corticales humanas (G, H) se tifieron en vivo con rHIgM12 (A, C, E y G) y las mismas células co-
etiqguetadas con anticuerpos contra neurofilamentos (B, D) o beta tubulina (F, G). rHIgM12 se detecté con un
anticuerpo secundario etiquetado fluorescentemente.

DESCRIPCION DETALLADA

[0042] De acuerdo con la presente invencion pueden emplearse biologia molecular, microbiologia y técnicas de ADN
recombinante convencionales dentro de la experiencia de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la
literatura. Véase, por ejemplo, Sambrook y col., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (1989); "Current Protocols
in Molecular Biology" Volumenes I-Ill [Ausubel, RM, ed. (1994)]; "Cell Biology: A Laboratory Handbook" Volimenes I-
Il [JE Celis, ed. (1994))]; "Current Protocols in Immunology" Volimenes I-lll [Coligan, JE, ed. (1994)];
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"Oligonucleotide Synthesis" (MJ Gait ed. 1984); "Nucleic Acid Hybridization" [BD Hames & SJ Higgins eds. (1985)];
"Transcription and Translation" [BD Hames & SJ Higgins, eds. (1984)]; "Animal Cell Culture" [RI Freshney, ed.
(1986)]; "Immobilized Cells and Enzymes" [IRL Press, (1986)]; B. Perbal, "A Practical Guide to Molecular Cloning"
(1984).

[0043] Por lo tanto, si aparecen en el presente documento, los siguientes términos tendran las definiciones
expuestas a continuacion.

A. TERMINOLOGIA

[0044] El término "miembro de unidn especifica" describe un miembro de un par de moléculas que tienen
especificidad de unién entre si. Los miembros de un par de unién especifico pueden derivarse de forma natural o
producirse total o parcialmente sintéticamente. Un miembro del par de moléculas tiene un area en su superficie, o
una cavidad, o un componente en su superficie, que se une especificamente y por lo tanto es complementaria a una
organizacion espacial y polar particular del otro miembro del par de moléculas. Por lo tanto, los miembros del par
tienen la propiedad de unirse especificamente entre si. Ejemplos de tipos de pares de union especifica son
antigeno-anticuerpo, biotina-avidina, hormona-receptor de hormona, receptor-ligando, enzima-sustrato. Esta
aplicacion se refiere a las reacciones de tipo antigeno-anticuerpo.

[0045] El término "anticuerpo" describe una inmunoglobulina ya sea natural o producida parcial o totalmente
sintéticamente. El término también abarca cualquier polipéptido o proteina que tenga un dominio de union que sea, o
sea homologo a, un dominio de unién a anticuerpo. Los anticuerpos injertados con CDR también se contemplan con
este término. Un "anticuerpo” es cualquier inmunoglobulina, que incluye anticuerpos y fragmentos de la misma, que
se une a un epitopo especifico. El término abarca anticuerpos policlonales, monoclonales y quiméricos, el ultimo
mencionado se describe con mas detalle en las patentes de los Estados Unidos nimeros 4.816.397 y 4.816.567. El
término "anticuerpo” incluye una molécula de inmunoglobulina (Ig) de tipo salvaje, que comprende generalmente
cuatro cadenas polipeptidicas de longitud completa, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L), o un
homdlogo de Ig equivalente de las mismas (p. €j., un nanocuerpo de camélido, que comprende solo una cadena
pesada); incluyendo mutantes funcionales de longitud completa, variantes o derivados de los mismos, que retienen
las caracteristicas esenciales de union a epitopo de una molécula de Ig, e incluyen anticuerpos de doble dominio,
biespecifico, multiespecifico y de dominio variable doble; Las moléculas de inmunoglobulina pueden ser de cualquier
clase (por ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY) o subclase (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA1 e IgA2).
También se incluyen dentro del significado del término "anticuerpo” cualquier "fragmento de anticuerpo".

[0046] Un "fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula que comprende al menos una cadena de polipéptido
que no es de longitud completa, incluyendo (i) un fragmento Fab, que es un fragmento monovalente que consiste de
dominios ligero variable (VL), pesado variable (VH), ligero constante (CL) y pesado constante 1 (CH1); (ii) un
fragmento F(ab’)2, que es un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos mediante un puente
disulfuro en la region de bisagra; (iii) una porcion de cadena pesada de un fragmento Fab (Fd), que consiste en los
dominios VH y CH1; (iv) un fragmento de fragmento variable (Fv), que consiste en los dominios VL y VH de un solo
brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento de anticuerpo de dominio (dAb), que comprende un solo dominio variable
(Ward, E.S. et al., Nature 341, 544 - 546 (1989)); (vi) un anticuerpo camélido; (vii) una region determinante de
complementariedad aislada (CDR); (viii) un Fragmento Fv de Cadena Unica en el que un dominio VH y un dominio
VL estan unidos por un enlazador peptidico que permite que los dos dominios se asocien para formar un sitio de
union a antigeno (Bird y col., Science, 242, 423-426, 1988; Huston et al, PNAS EE.UU., 85, 5879 - 5883, 1988); (ix)
un diacuerpo, que es un anticuerpo biespecifico bivalente en el que los dominios VH y VL se expresan en una sola
cadena polipeptidica, pero utilizando un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los
dos dominios en la misma cadena, forzando asi que los dominios e emparejen con los dominios de
complementariedad de otra cadena y crear dos sitios de union a antigeno (W094/13804; P. Holliger y col. Proc. Natl.
Acad. LME. EE.UU. 906444-6448, (1993)); y (x) un anticuerpo lineal, que comprende un par de segmentos Fv en
tandem (VH-CH1-VH-CH1) que, junto con polipéptidos de cadena ligera de complementariedad, forman un par de
regiones de union a antigeno; (xi) fragmentos de anticuerpos multivalentes (dimeros scFv, trimeros y/o tetrameros
(Power and Hudson, J Immunol. Methods 242: 193 - 204 9 (2000)), y (xii) otras porciones de longitud no pesada de
cadenas pesadas y/o ligeras, o mutantes, variantes o derivados de los mismos, solos o en cualquier combinacion.

[0047] Ya que los anticuerpos pueden modificarse de diversas maneras, el término "anticuerpo” debe interpretarse
por cubrir cualquier miembro especifico o sustancia de uniéon que tenga un dominio de unién con la especificidad
requerida. Por lo tanto, este término abarca fragmentos de anticuerpos, derivados, equivalentes funcionales y
homologos de anticuerpos, incluyendo cualquier polipéptido que comprenda un dominio de unién a inmunoglobulina,
ya sea natural o total o parcialmente sintético. Por lo tanto, se incluyen moléculas quiméricas que comprenden un
dominio de unién a inmunoglobulina, o equivalente, fusionado a otro polipéptido. La clonacion y la expresion de
anticuerpos quiméricos se describen en los documentos EP-A-0120694 y EP-A-0125023 y en las patentes de los
EE.UU. N°° 4.816.397 y 4.816.567.

[0048] Un "sitio de combinacion de anticuerpo” es la porcion estructural de una molécula de anticuerpo compuesta

por la cadena ligera o variable de cadena pesada vy ligera y las regiones hipervariables que se une especificamente
al antigeno.
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[0049] La frase "molécula de anticuerpo” en sus diversas formas gramaticales como se usa en este documento
contempla tanto una molécula de inmunoglobulina intacta como una porcién inmunoloégicamente activa de una
molécula de inmunoglobulina.

[0050] Moléculas de anticuerpo ejemplares son moléculas intactas de inmunoglobulina, moléculas de
inmunoglobulina sustancialmente intactas y aquellas porciones de una molécula de inmunoglobulina que contiene el
paratopo, incluyendo aquellas porciones conocidas en la técnica como Fab, Fab', F(ab’). y F(v), cuyas porciones son
las preferidas para uso en los métodos terapéuticos descritos en este documento.

[0051] Los anticuerpos también pueden ser biespecificos, en los que un dominio de unién del anticuerpo es un
miembro de unidn especifica, y el otro dominio de unién tiene una especificidad diferente, por ejemplo, para reclutar
una funcién efectora o similar. Los anticuerpos biespecificos incluyen en donde un dominio de unién del anticuerpo
es un miembro de unién especifico descrito aqui, que incluye un fragmento del mismo, y el otro dominio de unién es
un anticuerpo distinto o fragmento del mismo, que incluye un anticuerpo especifico anti-cancer o anti-tumor. El otro
dominio de unién puede ser un anticuerpo que reconoce o se dirige a un tipo de célula particular, como en un
anticuerpo neuronal o celular glial especifico. En los anticuerpos biespecificos, el dominio de unién del anticuerpo de
la divulgacion se puede combinar con otros dominios o moléculas de unién que reconocen receptores de células
particulares y/o modulan células de una manera particular, como por ejemplo un modulador inmune (por ejemplo,
interleucina(s)), un modulador de crecimiento o citoquina (por ejemplo, factor de necrosis tumoral (TNF) vy,
particularmente, la modalidad biespecifica de TNF demostrada en U.S.S.N. 60/355.838 presentada el 13 de febrero
de 2002) o una toxina (por ejemplo, ricina) o agente o factor antimitético o apoptético. Por lo tanto, los anticuerpos
anti-FAP se pueden utilizar para dirigir agentes, marcadores, otras moléculas o compuestos o anticuerpos a sitios
del estroma, areas particulares de curacion de heridas, inflamacion, cancer o tumores.

[0052] La frase "anticuerpo monoclonal" en sus diversas formas gramaticales se refiere a un anticuerpo que tiene
solamente una especie de sitio de combinacion de anticuerpo capaz de inmunorreaccionar con un antigeno
particular. Por lo tanto, un anticuerpo monoclonal tipicamente muestra una Unica afinidad de unién por cualquier
antigeno con el que inmunorreacciona. Un anticuerpo monoclonal también puede contener una molécula de
anticuerpo que tiene una pluralidad de sitios de combinaciéon de anticuerpos, cada uno inmunoespecifico para un
antigeno diferente; por ejemplo, un anticuerpo monoclonal biespecifico (quimérico).

[0053] EI término "dominio de unién a antigeno" describe la parte de un anticuerpo que comprende el area que se
une especificamente y es complementaria a parte o la totalidad de un antigeno. Cuando un antigeno es grande, un
anticuerpo se puede unir a una parte particular del antigeno solamente, parte que se denomina epitopo. Un dominio
de union a antigeno puede proporcionarse por uno o mas dominios variables de anticuerpo. Preferiblemente, un
dominio de unién a antigeno comprende una regién variable de cadena ligera de anticuerpo (VL) y una region
variable de cadena pesada de anticuerpo (VH).

[0054] Los inmunoconjugados o proteinas de fusién de anticuerpos, en donde los anticuerpos, moléculas de
anticuerpos, o fragmentos de los mismos, de uso en la presente invencion estan conjugados o unidos a otras
moléculas o agentes incluyen ademas, pero no estan limitados a tales anticuerpos, moléculas, o fragmentos
conjugados a un agente de ablacion quimica, toxina, inmunomodulador, citoquina, agente citotoxico, agente
quimioterapéutico, agente antimicrobiano o péptido, disruptor de la pared celular y/o de la membrana celular, o
farmaco.

[0055] EI término "especifico”" puede usarse para referirse a la situacion en la que un miembro de un par de union
especifica no mostrara ninguna union significativa a moléculas distintas de su pareja de unién especifica. El término
también es aplicable cuando, por ejemplo, un dominio de unién a antigeno es especifico para un epitopo particular
que es portado por un numero de antigenos, en cuyo caso el miembro de union especifico que lleva el dominio de
unién a antigeno sera capaz de unirse a los diversos antigenos que llevan el epitopo.

[0056] EI término "comprende” se utiliza generalmente en el sentido de incluir, es decir que permite la presencia de
una o mas caracteristicas o componentes.

[0057] EI término "que consta esencialmente de" se refiere a un producto, en particular una secuencia de péptido, de
un numero definido de residuos que no se une covalentemente a un producto mas grande. En el caso del péptido
mencionado anteriormente, los expertos en la materia apreciaran que pueden contemplarse, sin embargo,
modificaciones menores en el terminal N o C del péptido, tales como la modificacién quimica del terminal para anadir
un grupo protector o similar, por ej. la amidacién del C-terminal.

[0058] EI término "aislado" se refiere al estado en el que estaran los miembros de union especificos, o acido nucleico
que codifica tales miembros de unién, de acuerdo con la presente descripcion. Los miembros y el acido nucleico
estaran libres o sustancialmente libres del material con el que estan asociados de forma natural, como otros
polipéptidos o acidos nucleicos con los que se encuentran en su entorno natural, o el entorno en el que estan
preparados (por ejemplo, cultivo celular) cuando dicha preparacién es mediante tecnologia de ADN recombinante
practicada in vitro o in vivo. Los miembros y el acido nucleico se pueden formular con diluyentes o adyuvantes y aun
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con fines practicos se pueden aislar; por ejemplo, los miembros normalmente se mezclaran con gelatina u otros
vehiculos si se usan para recubrir placas de microtitulacion para su uso en inmunoensayos, 0 se mezclaran con
productos farmacéuticamente aceptables portadores o diluyentes cuando se usan en el diagndstico o la terapia.

[0059] Como se usa en el presente documento, "pg" significa picogramo, "ng" significa nanogramo, "ug" o "ug"
significan microgramo, "mg" significa miligramos, "ul" o " lI" significan microlitro, "ml" significa mililitro, "I" significa
litro.

[0060] Los términos "anticuerpo”, "neurona de anticuerpo de union", "anticuerpo IgM12", "anticuerpo IgM42",
"anticuerpo 12", "anticuerpo 42", "sHIigM12", "sHIigM42", "rHIgM12", "rHIgM42" y cualquier variante no enumerada
especificamente, puede usarse aqui, y como se usa en la presente solicitud y las reivindicaciones se refieren a
material proteinaceo que incluye proteinas Unicas o mlltiples, y se extiende a aquellas proteinas que tienen los
datos de secuencia de aminoacidos descritos aqui y presentados en las Figuras 5y 6 y el perfil de las actividades
establecidas en este documento y en las Reivindicaciones. En particular, el anticuerpo IgM12, anticuerpo 12,
rHIgM12 se refiere particularmente a polipéptidos o anticuerpos o fragmentos, particularmente anticuerpos
recombinantes o fragmentos, que comprenden la secuencia presentada en la Figura 5. El anticuerpo IgM12,
anticuerpo 12, rHIgM12 se refiere particularmente a polipéptidos o anticuerpos o fragmentos, particularmente
anticuerpos recombinantes o fragmentos, que comprenden secuencias de CDR de la region variable de la cadena
pesada expuestas en SEQ ID NOS: 31-33 y secuencias de CDR de la regién variable de la cadena ligera expuestas
en SEQ ID NOS: 34-36. El anticuerpo IgM12, anticuerpo 12, rHIgM12 incluye un anticuerpo que tiene la secuencia
de la region variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 1y la secuencia de la regién variable de la cadena ligera
de SEQ ID NO: 11. En particular, el anticuerpo IgM42, anticuerpo 42, rHIgM42 se refiere particularmente a
polipéptidos o anticuerpos o fragmentos, particularmente anticuerpos recombinantes o fragmentos, que comprenden
la secuencia presentada en la Figura 6. Anticuerpo IgM42, anticuerpo 42, rHIgM42 se refieren particularmente a
polipéptidos o anticuerpos o fragmentos, particularmente anticuerpos recombinantes o fragmentos, que comprenden
secuencias de CDR de region variable de cadena pesada establecidas en SEQ ID NOS: 37-39 y las secuencias de
CDR de la region variable de la cadena ligera expuestas en SEQ ID NOS: 40-42. El anticuerpo IgM42, anticuerpo
42, rHIgM42 incluye anticuerpo que tiene la secuencia de la region variable de la cadena pesada de SEQ ID NO: 17
y la secuencia de la region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO: 27. En consecuencia, también se contemplan
proteinas que exhiben actividad sustancialmente equivalente o alterada. Estas modificaciones pueden ser
deliberadas, por ejemplo, tales como modificaciones obtenidas mediante mutagénesis dirigida al sitio, o pueden ser
accidentales, como las obtenidas a través de mutaciones en huéspedes que son productoras del complejo o sus
subunidades nombradas. Ademas, los términos "anticuerpo”, "anticuerpo de unién a neurona", "anticuerpo IgM12",
"anticuerpo 1gM42", "anticuerpo 12", "anticuerpo 42", "sHIgM12", "sHIgM42", "rHigM12", "rHIgM42" han de incluir
dentro de su alcance proteinas especificamente citadas aqui asi como también todos los analogos y variaciones
alélicas sustancialmente homologas.

[0061] Se prefiere que los residuos de aminoacido descritos en este documento estan en la forma isomérica "L". Sin
embargo, los residuos en la forma isomérica "D" pueden sustituirse por cualquier residuo de L-aminoacido, siempre
que el polipéptido retenga la propiedad funcional deseada de la unién a inmunoglobulina. NH; se refiere al grupo
amino libre presente en el extremo amino terminal de un polipéptido. COOH se refiere al grupo carboxi libre presente
en el extremo carboxi de un polipéptido. De acuerdo con la nomenclatura polipeptidica estandar, J. Biol. Chem., 243:
3552-59 (1969), las abreviaturas para residuos de aminoacidos se muestran a continuacion

[0062] Tabla de Correspondencia:
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TABLA DE CORRESPONDENCIA

SIMBOLO SIMBOLO AMINOACIDO
Una letra 3 letras
Y Tyr tirosina
G Gly glicina
F Phe fenilalanina
M Met metionina
A Als alanina
S Ser serina
I lle isoleucina
L Leu leucina
T Thr treonina
\ Val valina
P Pro prolina
K Lys lisina
H His histidina
Q Gln glutamina
E Glu acido glutamico
W Trp triptofano
R Arg arginina
D Asp acido aspartico
N Asn asparagina
C Cys cisteina

[0063] Hay que sefialar que todas las secuencias de residuos de aminoacidos se representan en la presente
memoria por las formulas cuya orientacién izquierda y derecha esta en la direccion convencional del extremo amino
al extremo carboxi-terminal. Ademas, debe observarse que un guién al comienzo o al final de una secuencia de
residuos de aminoacidos indica un enlace peptidico con una secuencia adicional de uno o mas residuos de
aminoacidos. La tabla anterior se presenta para correlacionar las anotaciones de tres letras y una letra que pueden
aparecer alternativamente en este documento.

[0064] Un "replicon" es cualquier elemento genético (por ejemplo, plasmido, cromosoma, virus) que funciona como
una unidad autébnoma de replicacion de ADN in vivo; es decir, capaz de replicarse bajo su propio control.

[0065] Un "vector" es un replicon, tal como un plasmido, fago o cosmido, al cual otro segmento de ADN puede estar
unido de manera que se produzca la replicacion del segmento unido.

[0066] Una "molécula de ADN" se refiere a la forma polimérica de desoxirribonucleétidos (adenina, guanina, timina,
o citosina) en su forma monocatenaria, o una hélice de doble cadena. Este término se refiere solo a la estructura
primaria y secundaria de la molécula, y no la limita a ninguna forma terciaria particular. Por lo tanto, este término
incluye ADN bicatenario encontrado, inter alia, en moléculas de ADN lineal (por ejemplo, fragmentos de restriccion),
virus, plasmidos y cromosomas. Al discutir la estructura de moléculas de ADN bicatenarias particulares, las
secuencias pueden describirse aqui de acuerdo con la convencién normal de dar solo la secuencia en la direccién 5'
a 3'alo largo de la cadena no transcrita de ADN (es decir, la cadena que tiene una secuencia homologa al ARNm).

[0067] Un "origen de replicacion" se refiere a aquellas secuencias de ADN que participan en la sintesis de ADN.

[0068] Una "secuencia codificante" es una secuencia de ADN de doble cadena que se transcribe y traduce en
un polipéptido in vivo cuando se coloca bajo el control de secuencias reguladoras apropiadas. Los limites de la
secuencia de codificacion estan determinados por un coddn de inicio en el extremo 5' (amino) y un codén de
terminacion de la traduccion en el extremo 3' (carboxilo). Una secuencia codificante puede incluir, pero no se limita
a, secuencias procariotas, ADNc de ARNm eucariota, secuencias de ADN gendémico de ADN eucariota (por ejemplo,
mamifero) e incluso secuencias de ADN sintéticas. Una secuencia de poliadenilacion y una secuencia de
terminacion de la transcripcion se ubicaran normalmente en 3' con respecto a la secuencia codificante.

[0069] Las secuencias de control transcripcional y traduccional son secuencias reguladoras de ADN, tales como
promotores, potenciadores, sefiales de poliadenilacion, terminadores, y similares, que proporcionan la expresion de
una secuencia codificante en una célula huésped.

[0070] Una "secuencia promotora" es una region reguladora de ADN capaz de unir la polimerasa de ARN en una
célula e iniciar la transcripcion de una secuencia de codificacion (direccion 3') aguas abajo. La secuencia promotora
esta limitada en su extremo 3’ por el sitio de inicio de la transcripcion y se extiende aguas arriba (direccion 5') para
incluir el nimero minimo de bases o elementos necesarios para iniciar la transcripcién a niveles detectables por
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encima del fondo. Dentro de la secuencia promotora se encontrara un sitio de iniciaciéon de la transcripcion
(convenientemente definido por mapeo con nucleasa S1), asi como dominios de unién a proteinas (secuencias de
consenso) responsables de la union de la ARN polimerasa. Los promotores eucariotas a menudo, pero no siempre,
contendran cajas "TATA" y cajas "CAT". Los promotores procariotas contienen secuencias Shine-Dalgarno ademas
de las secuencias de consenso -10 y -35.

[0071] Una "secuencia de control de expresion" es una secuencia de ADN que controla y regula la transcripcion y
traduccion de ofra secuencia de ADN. Una secuencia codificante esta "bajo el control" de secuencias de control
transcripcional y traduccional en una célula cuando la polimerasa de ARN transcribe la secuencia codificante en
ARNm, que luego se traduce en la proteina codificada por la secuencia codificante.

[0072] Una "secuencia de sefal" puede incluirse antes de la secuencia codificante. Esta secuencia codifica un
péptido sefial, N-terminal para el polipéptido, que se comunica con la célula huésped para dirigir el polipéptido a la
superficie de la célula o para secretar el polipéptido en el medio, y este péptido de sefial es recortado por la célula
huésped antes de que la proteina salga de la célula Las secuencias de sefial se pueden encontrar asociadas con
una variedad de proteinas nativas de procariotas y eucariotas.

[0073] El término "oligonucledtido”, como se usa en este documento en referencia a la sonda de la presente
descripcién, se define como una molécula compuesta de dos o mas ribonucleétidos, preferiblemente mas de tres. Su
tamafio exacto dependera de muchos factores que, a su vez, dependen de la funciéon y el uso ultimo del
oligonucledtido.

[0074] EI término "cebador" tal como se utiliza aqui, se refiere a un oligonucleétido, tanto si se produce de forma
natural como en un digesto de restriccion purificado o producido sintéticamente, que es capaz de actuar como un
punto de iniciacion de la sintesis cuando se coloca bajo condiciones en las que la sintesis de un producto de
extension del cebador, que es complementario a una cadena de acido nucleico, se induce, es decir, en presencia de
nucledtidos y un agente inductor tal como una polimerasa de ARN y a una temperatura y pH adecuados. El cebador
puede ser monocatenario o bicatenario y debe ser suficientemente largo para cebar la sintesis del producto de
extension deseado en presencia del agente inductor. La longitud exacta del cebador dependera de muchos factores,
incluida la temperatura, la fuente del cebador y el uso del método. Por ejemplo, para aplicaciones de diagnéstico,
dependiendo de la complejidad de la secuencia diana, el cebador oligonucleotidico tipicamente contiene 15-25 o
mas nucledtidos, aunque puede contener menos nucleétidos.

[0075] Los cebadores en este documento se seleccionan para ser "sustancialmente" complementarios a diferentes
hebras de una secuencia de ADN diana particular. Esto significa que los cebadores deben ser suficientemente
complementarios para hibridar con sus hebras respectivas. Por lo tanto, la secuencia del cebador no necesita reflejar
la secuencia exacta del molde. por ejemplo, un fragmento de nucleétido no complementario se puede unir al extremo
5’ del cebador, siendo el resto de la secuencia del cebador el complementario de la cadena. Alternativamente, las
bases no complementarias o las secuencias mas largas pueden intercalarse en el cebador, con la condicién de que
la secuencia del cebador tenga una complementariedad suficiente con la secuencia de la cadena para hibridarse con
ella y formar asi el molde para la sintesis del producto de extension.

[0076] Como se usa en el presente documento, los términos "endonucleasas de restriccion" y "enzimas de
restriccion" se refieren a enzimas bacterianas, cada una de las cuales cortan el ADN bicatenario en o cerca de una
secuencia de nucleétidos especifica.

[0077] Una célula ha sido "transformada" por ADN exdgeno o heterdlogo cuando dicho ADN se ha introducido dentro
de la célula. ElI ADN transformante puede estar o no integrado (unido covalentemente) en el ADN cromosdmico que
constituye el genoma de la célula. En procariotas, levaduras y células de mamiferos, por ejemplo, el ADN
transformante puede mantenerse en un elemento episomal tal como un plasmido. Con respecto a las células
eucaridticas, una célula establemente transformada es aquella en la que el ADN transformante se ha integrado en
un cromosoma para que las células hijas lo hereden a través de la replicacion del cromosoma. Esta estabilidad se
demuestra por la capacidad de las células eucariotas para establecer lineas celulares o clones compuestos por una
poblacién de células hijas que contienen el ADN transformante. Un "clon" es una poblacion de células derivadas de
una sola célula o ancestro comun por mitosis. Una "linea celular" es un clon de una célula primaria que es capaz de
crecimiento estable in vitro durante muchas generaciones.

[0078] Dos secuencias de ADN son "sustancialmente homélogas" cuando al menos aproximadamente 75%
(preferiblemente al menos aproximadamente 80%, y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 90 o 95%)
de los nucledtidos coinciden con la longitud definida de las secuencias de ADN. Las secuencias que son
sustancialmente homologas pueden identificarse comparando las secuencias usando un software estandar
disponible en bancos de datos de secuencia, o en un experimento de hibridacion Southern bajo, por ejemplo,
condiciones rigurosas tal como se definen para ese sistema particular. La definicion de condiciones de hibridacion
apropiadas esta dentro de la habilidad de la técnica. Véase, por ejemplo, Maniatis et al., Supra; DNA Cloning, Vols. |
y Il, supra; Nucleic Acid Hybridization, supra.
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[0079] Se debe apreciar que también dentro del alcance de la presente descripcion hay secuencias de ADN que
codifican miembros de unién especifica (anticuerpos) que codifican para, por ejemplo, un anticuerpo que tiene la
misma secuencia de aminoacidos proporcionada en la Figura 2 o 10, o que comprende las secuencias de la region
de dominio CDR establecidas aqui o en la Figura 10 pero que estan degeneradas. Por "degenerado" se entiende
que se usa un coddn de tres letras diferente para especificar un aminoacido particular. Es bien conocido en la
técnica que los siguientes codones se pueden usar de forma intercambiable para codificar cada aminoacido
especifico:

Fenilalanina (Phe o F)
Leucina (LeuoL)
Isoleucina (lle o 1)
Metionina (Met o M)
Valina (Val o V)

Serina (Sero S)

Prolina (Pro o P)
Treonina (Thro T)
Alanina (Ala o A)
Tirosina (TyroY)
Histidina (His o H)
Glutamina (Gln o Q)
Asparagina (Asn o N)
Lisina (Lys o K)

Acido aspartico (Asp o D)
Acido glutdmico (Glu o E)
Cisteina (Cys 0 C)
Arginina (Arg o R)
Glicina (Gly o G)
Triptofano (Trp o W)

UuUU o UuC

UUA o UUG 0 CUU o0 CUC o0 CUA o0 CUG
AUU o AUC o AUA

AUG

GUU o GUC o0 GUA o GUG

UCU o UCC o UCA 0 UCG 0 AGU o0 AGC
CCUo CCCoCCAO0CCG

ACU o0 ACCo ACA0o ACG

GCU 0 GCG 0 GCA 0 GCG

UAU o UAC

CAU o CAC

CAA o CAG

AAU o AAC

AAA o AAG

GAU o GAC

GAA o0 GAG

UGU o UGC

CGU 0 CGC 0 CGA 0 CGG 0 AGA 0 AGG
GGU o0 GGC 0 GGA 0 GGG

UGG

Codon de terminacion UAA (ocre) o UAG (ambar) o UGA (6palo)

[0080] Se debe entender que los codones especificados anteriormente son para las secuencias de ARN. Los
codones correspondientes para ADN tienen una T sustituida por U.

[0081] Las mutaciones se pueden hacer en las secuencias que codifican los aminoacidos, fragmentos de
anticuerpos, secuencias de la region CDR establecidas en las Figuras 5 o 6, o en las secuencias de acidos nucleicos
representadas en las Figuras 5 o 6, de manera que un codén particular se cambia a un codén que codifica un
aminoacido diferente. Dicha mutacién generalmente se realiza haciendo el menor niumero posible de cambios de
nucleétidos. Puede hacerse una mutacién de sustitucion de este tipo para cambiar un aminoacido en la proteina
resultante de una manera no conservativa (por ejemplo, cambiando el codén de un aminoacido que pertenece a una
agrupacion de aminoacidos que tiene un tamafo o caracteristica particular a un aminoacido perteneciente a otra
agrupacion) o de una manera conservadora (por ejemplo, cambiando el codén de un aminoacido perteneciente a
una agrupacion de aminoacidos que tiene un tamafo o caracteristica particular a un aminoacido que pertenece a la
misma agrupacion). Tal cambio conservador generalmente conduce a un menor cambio en la estructura y funcién de
la proteina resultante. Un cambio no conservador es mas probable que altere la estructura, actividad o funcién de la
proteina resultante. La presente descripcion debe considerarse que incluye secuencias que contienen cambios
conservadores que no alteran significativamente la actividad o las caracteristicas de union de la proteina resultante.

[0082] Lo siguiente es un ejemplo de varias agrupaciones de aminoacidos:

Aminoacidos con grupos R no polares

Alanina, Valina, Leucina, Isoleucina, Prolina, Fenilalanina, Triptéfano, Metionina
Aminoacidos con grupos R polares sin carga

Glicina, Serina, Treonina, Cisteina, Tirosina, Asparagina, Glutamina
Aminoacidos con grupos R polares cargados (carga negativa a Ph 6,0)

Acido aspartico, Acido glutamico

Aminoacidos basicos (con carga positiva a pH 6,0)

Lisina, Arginina, Histidina (a pH 6,0)

[0083] Otra agrupacion puede ser aquellos aminoacidos con grupos fenilo: Fenilalanina, Triptéfano, Tirosina

[0084] Otra agrupacion puede ser segun el peso molecular (es decir, tamafio de los grupos R):

Glicina 75 Alanina 89
Serina 105 Prolina 115
Valina 117 Treonina 119
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Cisteina 121 Leucina 131
Isoleucina 131 Asparagina 132
Acido aspartico 133 Glutamina 146
Lisina 146 Acido glutamico 147
Metionina 149 Histidina (a pH 6,0) 155
Fenilalanina 165 Arginina 174
Tirosina 181 Triptéfano 204

[0085] Las sustituciones particularmente preferidas son:

- Lys para Arg y viceversa de modo que se pueda mantener una carga positiva;
Glu para Asp y viceversa para que se pueda mantener una carga negativa;
Ser para Thr de modo que se pueda mantener un -OH libre; y

- GiIn para Asn de modo que se pueda mantener un NH libre.

[0086] Las sustituciones de aminoacidos ejemplares y conservativos preferidos incluyen cualquiera de:

glutamina (Q) para el acido glutamico (E) y viceversa; leucina (L) para valina (V) y viceversa; serina (S) para
treonina (T) y viceversa; isoleucina (l) para valina (V) y viceversa; lisina (K) para glutamina (Q) y viceversa;
isoleucina (I) para metionina (M) y viceversa; serina (S) para asparagina (N) y viceversa; leucina (L) para
metionina (M) y viceversa; lisina (L) para el acido glutamico (E) y viceversa; alanina (A) para serina (S) y
viceversa; tirosina (Y) para fenilalanina (F) y viceversa; acido glutamico (E) para acido aspartico (D) y viceversa;
leucina (L) para isoleucina (I) y viceversa; lisina (K) para arginina (R) y viceversa.

[0087] Las sustituciones de aminoacidos también pueden ser introducidas para sustituir un aminoacido con una
propiedad particularmente preferible. Por ejemplo, un Cys se puede introducir en un sitio potencial para puentes de
disulfuro con otro Cys. Un His se puede introducir como un sitio particularmente "catalitico" (es decir, His puede
actuar como un acido o base y es el aminoacido mas comun en la catalisis bioquimica). Pro puede ser introducido
debido a su estructura particularmente plana, que induce giros 8 en la estructura de la proteina.

[0088] Dos secuencias de aminoacidos son "sustancialmente homologas" cuando al menos aproximadamente 70%
de los residuos de aminoacidos (preferiblemente al menos aproximadamente 80%, y mas preferiblemente al menos
aproximadamente 90 o 95%) son idénticos o representan sustituciones conservadoras. Las regiones CDR de dos
anticuerpos son sustancialmente homdlogas cuando uno o mas aminoacidos estan sustituidos con una sustitucion
de aminoacidos similar o conservativa, y en los que el/los anticuerpo/anticuerpos tiene(n) el perfil de unién y
actividades de uno o mas de IgM12 o IgM42 descritos en este documento.

[0089] Una region de "heterdélogo” del constructo de ADN es un segmento identificable de ADN dentro de una
molécula de ADN mayor que no se encuentra en asociacion con la molécula mayor en la naturaleza. Por lo tanto,
cuando la region heterdloga codifica un gen de mamifero, el gen generalmente estara flanqueado por ADN que no
flanquea el ADN gendémico de mamifero en el genoma del organismo fuente. Otro ejemplo de una secuencia
codificante heterdloga es una construccion en la que la secuencia codificante no se encuentra en la naturaleza (por
ejemplo, un ADNc en el que la secuencia codificante gendmica contiene intrones o secuencias sintéticas que tienen
codones diferentes del gen nativo). Las variaciones alélicas o los eventos mutacionales de origen natural no dan
lugar a una region heteréloga de ADN como se define en este documento.

[0090] Una secuencia de ADN esta "unida operativamente" a una secuencia de control de expresion cuando los
controles de secuencia de control de expresion y regula la transcripcion y traduccion de esa secuencia de ADN. El
término "unido operativamente" incluye tener una sefial de inicio apropiada (por ejemplo, ATG) frente a la secuencia
de ADN para expresar y mantener el marco de lectura correcto para permitir la expresion de la secuencia de ADN
bajo el control de la secuencia de control de expresion y produccion del producto deseado codificado por la
secuencia de ADN. Si un gen que uno desea insertar en una molécula de ADN recombinante no contiene una sefial
de inicio apropiada, dicha sefial de inicio puede insertarse frente al gen.

[0091] El término "condiciones de hibridacion estandar" se refiere a condiciones de sal y temperatura
sustancialmente equivalentes a 5 x SSC y 65°C tanto para la hibridacion como para el lavado. Sin embargo, un
experto en la técnica apreciara que tales "condiciones de hibridacion estandar" dependen de condiciones
particulares que incluyen la concentracion de sodio y magnesio en el tampdn, longitud y concentracion de la
secuencia de nucledtidos, porcentaje de desapareamiento, porcentaje de formamida y similares. También es
importante en la determinacién de "condiciones de hibridacion estandar" si las dos secuencias que hibridan son
ARN-ARN, ADN-ADN o ARN-ADN. Tales condiciones de hibridacién estandar se determinan faciimente por un
experto en la técnica de acuerdo con las férmulas bien conocidas, en las que la hibridacion es tipicamente 10-20°C
por debajo de la Tr, predicha o determinada con lavados de mayor severidad, si se desea.

[0092] EI término 'agente' significa cualquier molécula, incluyendo polipéptidos, anticuerpos, polinucleétidos,
compuestos quimicos y moléculas pequefias. En particular, el término agente incluye compuestos tales como
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compuestos de prueba o compuestos candidatos a farmacos.

[0093] EI término 'agonista’ se refiere a un ligando que estimula el receptor al que se une el ligando en el sentido
mas amplio.

[0094] EI término 'ensayo' significa cualquier proceso utilizado para medir una propiedad especifica de un
compuesto. Un 'ensayo de deteccion' significa un proceso usado para caracterizar o seleccionar compuestos
basados en su actividad de una coleccién de compuestos.

[0095] EI término 'prevenir' o 'prevencion’ se refiere a una reduccion en el riesgo de adquirir o desarrollar una
enfermedad o trastorno (es decir, hacer que al menos uno de los sintomas clinicos de la enfermedad no se
desarrollen) en un sujeto que puede estar expuesto a un agente causante de enfermedad, o predispuesto a la
enfermedad antes del inicio de la enfermedad.

[0096] EI término 'profilaxis' se relaciona con y abarca el término 'prevencion’, y se refiere a una medida o
procedimiento con el propésito de evitar, en lugar de tratar o curar una enfermedad. Los ejemplos no limitantes de
medidas profilacticas pueden incluir la administraciéon de vacunas; la administracion de heparina de bajo peso
molecular a pacientes hospitalizados con riesgo de trombosis debido, por ejemplo, a inmovilizacion; y la
administracion de un agente antipalidico como la cloroquina, antes de una visita a una region geografica donde la
malaria es endémica o el riesgo de contraer malaria es alto.

[0097] 'Cantidad terapéuticamente eficaz' significa la cantidad de un farmaco, compuesto, agente, anticuerpo, o
agente farmacéutico que provocara la respuesta biolégica o médica de un sujeto que esta siendo buscada por un
médico u otro clinico. En particular, con respecto a enfermedades o afecciones neuroldgicas, el término "cantidad
eficaz" pretende incluir una cantidad eficaz de un compuesto o agente, tal como un anticuerpo o fragmento del
mismo, que provocara un cambio biolégicamente significativo en un parametro clinicamente relevante de la
enfermedad. Esto puede incluir un cambio en la cantidad de dafio neurolégico o muerte observable o evaluable tras
la obtencién de imagenes, un cambio en un parametro funcional como movimiento, habla o cognicién, o la ausencia
o reduccion de dicho cambio en condiciones de riesgo o susceptibilidad. La frase "cantidad terapéuticamente
efectiva" se usa aqui para indicar una cantidad suficiente para mejorar o prevenir, y preferiblemente reducir en al
menos aproximadamente 20 por ciento, al menos aproximadamente 30 por ciento, mas preferiblemente en al menos
50 por ciento, mas preferiblemente en al menos 70 por ciento, mas preferiblemente por al menos 80 por ciento, lo
mas preferiblemente por al menos 90 por ciento, un cambio clinicamente significativo en un fendmeno mensurable o
evaluable, o una caracteristica de la patologia, o evaluacion de la funcion.

[0098] EI término 'tratar' o 'tratamiento’ de cualquier enfermedad, condicion, lesién o infeccion se refiere, en una
realizacion, a la mejora de la enfermedad, condicion, lesién o infeccion (es decir, detener la muerte o lesiéon de una
célula o tejido, o reducir la manifestacion, extension o gravedad de al menos uno de sus sintomas clinicos). En otra
realizacion, "tratar" o "tratamiento" se refiere a mejorar al menos un parametro fisico, que puede no ser discernible
por el sujeto. En otra realizacion mas, "tratar" o "tratamiento" se refiere a modular la enfermedad, afeccion, lesién o
infeccion, ya sea fisicamente (por ejemplo, estabilizacion de un sintoma discernible), fisioldgicamente (por ejemplo,
estabilizacion de un parametro fisico), o ambos. En una realizacion adicional, "tratar" o "tratamiento" se refiere a
ralentizar la progresion de una enfermedad o reducir la cantidad de lesion, dafio, muerte a células o tejidos.

[0099] La frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que son
fisioldgicamente tolerables y tipicamente no producen una reaccion alérgica o adversa similar, tal como molestias
gastricas, mareos y similares, cuando se administran a un humano.

[0100] Como se usa en el presente documento, "pg" significa picogramo, "ng" significa nanogramo, "ug" o "ug"
significa microgramos, "mg" significa miligramos, "ul" o "ul" significa microlitro, "ml" significa mililitro, "I" significa litro.

B. DIVULGACION DETALLADA.

[0101] Los agentes neuroprotectores estan dirigidos a la prevencion y tratamiento de las complicaciones que
resultan en dafio en el SNC. Los compuestos o agentes con capacidad para neuroproteccion tienen aplicacion en
trastornos agudos, como apoplejia y lesiones del sistema nervioso, asi como en enfermedades cronicas, como
trastornos neurodegenerativos. Muchos de los mecanismos subyacentes de dafio a los tejidos neurales son
similares en estas afecciones y un compuesto o agente neuroprotector podria usarse en mas de un trastorno. Las
enfermedades incluyen trastornos cerebrovasculares, lesion cerebral traumatica, lesion de la médula espinal,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica
(ELA), esclerosis multiple, epilepsia, enfermedad(es) de la neurona motora y neuropatia isquémica. Ofras
aplicaciones incluyen neuroproteccion durante anestesia y cirugia. Se han investigado numerosos productos para
efectos neuroprotectores, incluidos los de las categorias de secuestradores de radicales libres, agentes anti-
excitotoxicos, inhibidores de apoptosis (muerte celular programada), agentes antiinflamatorios, factores
neurotréficos, quelantes de iones metalicos, moduladores de canales idnicos y terapia génica. Varios productos
candidatos neuroprotectores han llegado a ensayos clinicos y no han demostrado ser significativos, incluidos
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antagonistas de NMDA y agentes para reducir la liberacién de neurotransmisores Clark WM y col. (2000) Stroke 31
(6): 1234-9; Sarco Rl y col. (2001) JAMA 285 (13): 1719 - 28; Albers, GW y col. (2001) JAMA 286 (21): 2673 - 82).
Un desafio para los agentes neuroprotectores es la especificidad y la orientacién de modo que los efectos de un
agente estén dirigidos contra lesiones o neuronas dafiadas/comprometidas sin actividad significativa contra células
normales y, por lo tanto, efectos secundarios adversos, incluso potencialmente dafiinos. La presente invencién ahora
proporciona agente(s) especifico(s) y tolerable(s) capaces de cruzar la barrera hematoencefalica y dirigirse a areas
de lesién, comprometen o dafian para efectuar proteccién, con efectos adversos minimos sobre las neuronas
normales.

[0102] Aqui se describen miembros de unién especifica, particularmente anticuerpos que demuestran union
neuronal, con aplicacién como agentes neuroprotectores para uso en el diagnéstico, control, mejora y tratamiento de
enfermedades y afecciones donde las neuronas o células nerviosas estan comprometidas, incluyendo afecciones
neurodegenerativas, muerte de células nerviosas y lesion. Los anticuerpos para uso de la presente invencion tienen
ciertas cualidades Unicas y notables que los hacen particularmente Utiles y aplicables en neuroproteccion y/o
neurorregeneracion y en diagndstico y terapéutica para enfermedades y afecciones neurolégicas. Los nuevos
anticuerpos para uso de la invencion, particularmente anticuerpos recombinantes, se muestran en la presente para
cruzar la barrera hematoencefalica de manera efectiva y sin ninguna modificacion, para proteger a las neuronas de
la muerte celular y para dirigir lesiones neurales y sitios de lesiéon en el SNC. Los anticuerpos mejoran la funcion
nerviosa y mantienen los axones en modelos animales de lesion axonal crénica y desmielinizacién. Los anticuerpos
tienen toxicidad minima en animales y no exacerban las condiciones autoinmunes, segin se evalia en modelos
animales.

[0103] Aqui se describen miembros de union especifica, particularmente anticuerpos que demuestran la union de
neuronas, con la aplicacion como agentes terapéuticos, solos o en combinacién con otros agentes neuroactivos
alternativos, para la mejora y tratamiento de enfermedades y afecciones donde las neuronas o células nerviosas
estan comprometidas, incluyendo afecciones neurodegenerativas, muerte y lesion de las células nerviosas. La
aplicacién proporciona evidencia de la capacidad y actividad terapéuticamente relevante de anticuerpos para el uso
de la presente invencion, que incluye IgM12, en modelos animales de enfermedades o deficiencias neuroldgicas. En
particular, los estudios proporcionados en este documento demuestran la capacidad y la actividad en un modelo
TMEV, en un modelo animal reconocido de enfermedad de la neurona motora particularmente ELA, y proporciona
estudios en modelos de lesion de la médula espinal. Se proporcionan composiciones para uso en la mejora o el
tratamiento de cualquiera de tales enfermedades o en la prevencién de lesién nerviosa o proteccion de nervios en
casos de compromiso o riesgo de compromiso.

[0104] Estudios anteriores con IgM12 y IgM42 han demostrado que el anticuerpo derivado del suero se une a las
neuronas del SNC, soporta la extension de neuritas sobre el sustrato revestido con anticuerpo, y anulan la inhibicion
de extension de neuritas de los estudios de la mielina del SNC in vitro (Warrington A et al (2004) J Neuropath Exp
Neurol 63 (5): 461 - 473). Los estudios de sHIgM12 inyectados en animales TMEV mostraron una mayor actividad
nocturna espontanea, sin embargo, los titulos de virus no se evaluaron en los animales y no se pudieron determinar
los posibles efectos antivirales (Rodrigues M et al (2009) Neurology 72: 1269-1276). Los estudios descritos en este
documento proporcionan 12 recombinante completamente humano y la secuencia del anticuerpo 42 asi como
rHIgM42 recombinante. Se proporcionan ahora estudios que demuestran los notables efectos neuroprotectores y
terapéuticamente relevantes de estos anticuerpos derivados de suero y recombinantes en animales y modelos
animales de enfermedad, asi como su unién/direccionamiento especifico a sitios de lesiéon neural.

Anticuerpos, composiciones y métodos terapéuticos

[0105] Los mAb humanos reactivos automaticamente se clasifican en autoanticuerpos naturales humanos (NatAbs)
(Cohen IR (2007) J Autoimmun 29: 246-249). Los NatAbs son parte de nuestro repertorio de inmunoglobulinas
humanas (Cohen, IR y M. Schwartz (1999) Journal of neuroimmunology 100: 111-114), producidos naturalmente a
partir de nuestros propios genes, generalmente sin mutaciones somaticas y que pueden funcionar para estimular
procesos celulares o eliminar restos celulares (Lutz, HU (2007) J Autoimmun 29: 287 - 294). Los NatAbs reaccionan
a los autoantigenos, mientras que los Abs convencionales reaccionan a los antigenos exdgenos. Los NatAbs tienen
una afinidad relativamente baja, generalmente son poliactivos y con frecuencia son IgM. El mecanismo de accion de
estas IgM humanas parece ser similar, actuando a través de microdominios de membrana. Los NatAbs son por
definicion polirreactivos, por lo que identificar el antigeno relevante para una funcién in vivo especifica puede ser un
desafio. Sin estar limitados por la teoria, actualmente se entiende que estas IgM se unen a microdominios de
membrana que reticulan moléculas en la superficie celular. Las moléculas que normalmente no estan en contexto se
reunen ensamblando un complejo de sefalizacion (Rodriguez, M., A.E. Warrington, y L.R. Pease (2009) Neurology
72: 1269-1276).

[0106] De acuerdo con ello, las moléculas terapéuticas se identificaron mediante cribado de autoanticuerpos
reactivos humanos monoclonales (mAbs) de los sueros de los individuos que llevan los mAbs en alta concentracion
sin enfermedad mediada por Ab. Dichos mAb se prueban para unirse a la superficie de las células del sistema
nervioso sin tener en cuenta el antigeno. Los mAb luego se ensayan para la capacidad de modular un modelo de
enfermedad. Este método de identificacion de mAbs con eficacia biologica es diferente de la metodologia
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comunmente utilizada por la industria farmacéutica (Rodriguez, M., A.E. Warrington, y L.R. Pease (2009) Neurology
72: 1269-1276). Se ha demostrado que ciertas IgM humanas pueden promover la remielinizacion (Warrington AE y
col. (2000) Proc Natl Acad. Sci. EE.UU. 97: 6820 - 6825). Por ejemplo, una de tales IgM es el rHIgM22 monoclonal
humano recombinante que promueve la remielinizacion (Mitsunaga YB y col. (2002) Faseb J 16: 1325-1327). El
anticuerpo rHIgM22 se une a oligodendrocitos y mielina y promueve la remielinizacion del SNC en modelos de EM
inducidos por virus y toxinas (Warrington AE y col. (2000) Proc Natl Acad. Sci. EE.UU. 97: 6820-6825; Bieber AJ y
cols. (2002) Glia 37: 241- 249). La remielinizaciéon de la médula espinal se induce después de una sola dosis baja de
rHIgM22 (Warrington AE y col. (2007) J Neurosci Res 85: 967-976).

[0107] Es notable que un tratamiento intraperitoneal (i.p.) con una molécula de corta duracion (15 h vida media
estimada en ratones) promueve la reparacion de tejidos maxima dentro de 5 semanas en un modelo de EM con
poca reparacion espontanea inherente. Después de la inyeccion periférica, rHIgM22 cruza la barrera
hematoencefalica (BBB) y se acumula dentro de las lesiones cerebrales y de la médula espinal de ratones con
desmielinizacion. Se ha detectado rHIgM22 etiquetada con perlas de ferritina en lesiones in vivo mediante MRI
(Pirko | y col. (2004) Faseb J 18: 1577-1579).

[0108] Un anticuerpo de IgM humano de suero adicional con capacidad remielinizante, sHIgM46, y su contraparte
recombinante rHIgM46, también ha sido descrito. Los anticuerpos sHIgM22 y sHIgM46 derivados de suero, y las
versiones recombinantes de los mismos, y los métodos para la remielinizacion se describen, por ejemplo, en el
documento WO 0185797. El anticuerpo rHIgM22 y sus métodos estan cubiertos, por ejemplo, por la Patente de
Estados Unidos 7.807166.

[0109] Aqui se describen autoanticuerpos humanos, que incluyen anticuerpos monoclonales y particularmente
anticuerpos recombinantes, que demuestran actividad en la promocidn, estimulacion, proteccion y/o regeneracion de
neuronas en el sistema nervioso central. En un aspecto, los presentes anticuerpos, que incluyen fragmentos de los
mismos, demuestran actividad en la neuroproteccion, preservacion y regeneracion de neuronas y axones en la
prevencion o reduccion de la muerte de células nerviosas mediada por lesiones en el sistema nervioso central. Los
anticuerpos son aplicables en el tratamiento o mejora de enfermedades o condiciones, o en la prevenciéon o
reduccion de déficits de células nerviosas y muerte de células nerviosas o apoptosis asociadas con enfermedades o
afecciones, particularmente cuando los nervios estan dafiados, o comprometidos. Las condiciones o enfermedades
para el uso o aplicacion de los anticuerpos de la divulgacion incluyen escenarios en los que la pérdida de estructura,
funcién o supervivencia de neuronas esta involucrada o asociada, incluyendo lesion cerebral o trauma, lesion de
médula espinal (LME), lesidn nerviosa, lesion en la cabeza, condiciones donde el suministro de sangre al cerebro se
reduce o se ve comprometido, enfermedades infecciosas del cerebro, enfermedades neurodegenerativas. Ejemplos
de tales enfermedades o condiciones incluyen lesién de la médula espinal (LME), esclerosis lateral amolotrépica
(ELA), esclerosis multiple (EM), enfermedad de Alzheimer, apoplejia, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Huntington, anoxia prenatal/isquemia perinatal y/o paralisis cerebral, encefalopatia, mielopatia y enfermedades de
las neuronas motoras.

[0110] Los agentes neuromoduladores o anticuerpos de la descripcion tienen una o mas de las siguientes
caracteristicas: protegen y/o estabilizan las neuronas; se dirigen a sitios en el SNC o dafian, comprometen o
lesionan las células nerviosas; y/o bloquean la muerte celular, por ejemplo, muerte celular inducida por peréxido de
hidrogeno. Aqui se describen anticuerpos monoclonales que se unen a neuronas que son capaces de promover la
extension de neuritas y proteger a las neuronas del dafio con fines diagnosticos y terapéuticos en el sistema
nervioso central. En particular, se describen anticuerpos recombinantes, en los que dichos anticuerpos reconocen y
son capaces de unirse a neuronas, que incluyen neuronas corticales, neuronas hipocampales, células granulares
cerebelosas y células ganglionares de la retina.

[0111] Aqui se describen anticuerpo(s) o fragmento(s) ejemplar(es) del mismo, anticuerpo 12 y anticuerpo 42,
particularmente IgM12 o IgM42 recombinante o derivada de suero. En un aspecto particular adicional, el anticuerpo
comprende la secuencia de aminoacidos del anticuerpo 12 o 42 que incluye como se expone en la Figura 5 y/o la
Figura 6. El anticuerpo recombinante IgM12 comprende la cadena pesada variable (SEQ ID NO: 1) y secuencia de
cadena ligera (SEQ ID NO: 11) como se establece en la Figura 5. El anticuerpo recombinante IgM42 comprende la
cadena pesada variable (SEQ ID NO: 17) y la secuencia de la cadena ligera (SEQ ID NO: 27) como se expone en la
Figura 6. En un aspecto de la descripcién se proporciona un anticuerpo de unién a neurona recombinante o sintético
que comprende las secuencias de CDR de region variable expuestas en las Figuras 5 y 6. El anticuerpo 12
comprende secuencias de CDR de cadena pesada CDR1 GGSVSLYY (SEQ ID NO: 31), CDR2 GYIYSSGST (SEQ
ID NO: 32) y CDR3 ARSASIRGWEFD (SEQ ID NO: 33), y las secuencias CDR de cadena ligera CDR1 QSISSY (SEQ
ID NO: 34), AAS CDR2 (SEQ ID NO: 35) y CDR3 QQSYHTPW (SEQ ID NO: 36), como se expone en la Figura 5. El
anticuerpo 42 comprende secuencias de CDR de cadena pesada CDR1 GFTFSTYA (SEQ ID NO: 37), INVGGVTT
CDR2 (SEQ ID NO: 38) y C DR3 VRRSGPDRNSSPADF (SEQ ID NO: 39) y secuencias de CDR de cadena ligera
CDR1 QGIG (SEQ ID NO: 40), CDR2 TTS (SEQ ID NO: 41) y CDR3 QKYNSAPRT (SEQ ID NO: 42), como se
expone en la Figura 6.

[0112] Los paneles de anticuerpos recombinantes o fragmentos de los mismos, que incluyen fragmentos Fab o
bibliotecas de presentacion en fagos, que son capaces de reconocer neuronas, particularmente neuronas humanas,
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se pueden cribar para diversas propiedades; es decir, afinidad, isotipo, epitopo, estabilidad, etc. De particular interés
son los anticuerpos que imitan la actividad de los anticuerpos ejemplares IgM12 e IgM42, y tienen la capacidad de
unir neuronas y proteger a las neuronas de la muerte o lesion celular, como por ejemplo la muerte celular mediada
por peréxido. Dichos anticuerpos pueden identificarse facilmente y/o seleccionarse en ensayos de union y actividad
especificos. Los anticuerpos recombinantes que comprenden la region de unidon a antigeno o las regiones de CDR
de cadena pesada y/o ligera de los presentes anticuerpos IgM12 y/o IgM42, pueden generarse y seleccionarse para
determinar su actividad.

[0113] En general, las regiones CDR, que comprenden secuencias de aminoacidos sustancialmente establecidas
como las regiones CDR de las Figuras 5 y 6, se transportaran en una estructura que permite la unién de las regiones
CDR a la superficie o a la superficie de las neuronas, y particularmente a neuronas de mamiferos, particularmente
neuronas humanas, de mono, mandril, rata y/o ratén. Por "sustancialmente como se establece" se entiende que las
secuencias de la region variable, y/o particularmente las secuencias CDR, de la invencién seran idénticas o
altamente homodlogas a las regiones especificadas de las Figuras 5 y 6. Por "altamente homélogo" se contempla que
solo unas pocas sustituciones, preferiblemente de 1 a 8, preferiblemente de 1 a 5, preferiblemente de 1a4,o0de 1 a
3, 0 1 o0 2 sustituciones se pueden hacer en la secuencia de la region variable y/o en las secuencias de CDR. El
término "sustancialmente tal como se establece" incluye sustituciones de aminoacidos particularmente
conservadoras que no afectan material ni significativamente a la especificidad y/o actividad de los presentes
anticuerpos.

[0114] Se pueden hacer sustituciones en la secuencia de la regidon variable fuera de las CDR para retener las
secuencias de CDR. Por lo tanto, pueden introducirse o utilizarse cambios en la secuencia de la region variable o en
las secuencias de regiones variables no homologas o estratificadas alternativas, de modo que las secuencias de
CDR se mantienen y el resto de la secuencia de la region variable puede estar sustituido. Alternativamente, las
sustituciones pueden hacerse particularmente en los CDR. Las secuencias de CDR para los anticuerpos de la
presente descripcion se exponen y se describen en este documento incluyendo en las Figuras 5 y 6. El anticuerpo
12 comprende secuencias CDR de cadena pesada CDR1 GGSVSLYY (SEQ ID NO: 31), CDR2 GYIYSSGST (SEQ
ID NO: 32) y CDR3 ARSASIRGWFD (SEQ ID NO: 33) y secuencias de CDR de cadena ligera CDR1 QSISSY (SEQ
ID NO: 34), CDR2 AAS (SEQ ID NO: 35) y CDR3 QQSYHTPW (SEQ ID NO: 36), como se expone en la Figura 5. El
anticuerpo 42 comprende secuencias CDR de cadena pesada CDR1 GFTFSTYA (SEQ ID NO: 37), INVGGVTT
CDR2 (SEQ ID NO: 38) y CDR3 VRRSGPDRNS-SPADF (SEQ ID NO: 39), y secuencias CDR de cadena ligera
CDR1 QGIG (SEQ ID NO: 40), CDR2 TTS (SEQ ID NO: 41) y CDR3 QKYNSAPRT (SEQ ID NO: 42), como se
expone en la Figura 6. Los anticuerpos que tienen sustituciones como se ha descrito y se ha contemplado
anteriormente se seleccionan para mantener las actividades y la especificidad acorde con los anticuerpos
ejemplares, que incluyen anticuerpos IgM12 e IgM42 y que tienen las caracteristicas expuestas en este documento y
en las reivindicaciones.

[0115] La estructura para llevar los CDRs sera generalmente de una secuencia de cadena pesada o ligera de
anticuerpo o una porcion sustancial de la misma en la cual las regiones CDR estan situadas en posiciones
correspondientes a la region CDR de dominios variables de anticuerpos VH y VL de origen natural codificada por
genes de inmunoglobulinas reordenados. Las estructuras y ubicaciones de dominios variables de inmunoglobulina
pueden determinarse por referencia a Kabat, E.A. y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest. 42
Edicion. Departamento de Salud y Servicios Humanos de los EE. UU. 1987, y sus actualizaciones, ahora disponibles
en Internet (immuno.bme.nwu.edu). Los dominios variables pueden derivarse de cualquier linea germinal o dominio
variable humano reordenado, o pueden ser un dominio variable sintético basado en secuencias de consenso de
dominios variables humanos conocidos. Las secuencias derivadas de CDR, como se define en el parrafo anterior,
pueden introducirse en un repertorio de dominios variables que carecen de regiones CDR, usando tecnologia de
ADN recombinante.

[0116] Por ejemplo, Marks y col. (Bio/Technology, 1992, 10: 779-783) describen métodos para producir repertorios
de dominios variables de anticuerpos en los que los cebadores de consenso dirigidos a o adyacentes al extremo 5’
del area de dominio variable se utilizan junto con cebadores de consenso para la tercera regién de marco de genes
VH humanos para proporcionar un repertorio de dominios variables VH que carecen de una CDR/CDR. Marks y col
describen ademas como este repertorio se puede combinar con una CDR de un anticuerpo particular. El repertorio
puede mostrarse entonces en un sistema huésped adecuado tal como el sistema de presentacion de fagos del
documento W092/01047, de manera que se pueden seleccionar miembros de unién especificos adecuados. Un
repertorio puede consistir de unos 10* miembros individuales hacia arriba, por ejemplo de 10°® a 108 o 100
miembros. También se describen técnicas de barajado analogas o combinatorias por Stemmer (Nature, 1994, 370:
389-391), que describe la técnica en relacion con un gen de B-lactamasa pero observa que el enfoque puede usarse
para la generacion de anticuerpos.

[0117] Una alternativa adicional consiste en generar nuevas regiones VH o VL que llevan las secuencias derivadas
de CDR de la divulgacién usando mutagénesis aleatoria de, por ejemplo, los genes Ab VH o VL para generar
mutaciones dentro de todo el dominio variable. Tal técnica esta descrita por Gram et al (1992, Proc. Natl. Acad. Sci.,
EE.UU., 89: 3576-3580), que usaba PCR propensa a error. Otro método que puede usarse es dirigir la mutagénesis
a regiones CDR de genes VH o VL. Tales técnicas estan descritas por Barbas y col., (1994, Proc. Natl. Acad. Sci.,

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 662 100 T3

EE.UU., 91: 3809-3813) y Schier y col. (1996, J. Mol. Biol. 263: 551-567). Todas las técnicas descritas anteriormente
se conocen como tales en la técnica. El experto en la materia podra usar tales técnicas para proporcionar miembros
de unidn especifica de la divulgacion usando metodologia de rutina en la técnica.

[0118] Una parte sustancial de un dominio variable de inmunoglobulina comprendera al menos las tres regiones
CDR, junto con sus regiones marco intermedias. Preferiblemente, la parte también incluira al menos
aproximadamente el 50% de una o ambas de las regiones marco primera y cuarta, siendo el 50% el C-terminal 50%
de la primera region marco y el N-terminal 50% de la cuarta region marco. Residuos adicionales en el extremo N-
terminal o C-terminal de la parte sustancial del dominio variable pueden ser los que normalmente no estan
asociados con las regiones de dominio variable naturales. Por ejemplo, la construccion de miembros de unién
especificos fabricados mediante técnicas de ADN recombinante puede dar como resultado la introduccién de
residuos N- o C-terminales codificados por ligadores introducidos para facilitar la clonaciéon u otras etapas de
manipulacién. Otras etapas de manipulacion incluyen la introduccion de enlazadores para unir dominios variables a
otras secuencias de proteinas que incluyen cadenas pesadas de inmunoglobulina, otros dominios variables (por
ejemplo, en la produccion de diacuerpos) o marcadores proteicos como se proporciona en este documento y/o
conocidos por los expertos en la técnica.

[0119] Aunque en un aspecto preferido anticuerpos recombinantes que comprenden un par de dominios basados en
secuencias establecidas sustancialmente en las figuras 5 y/o 6 de unién se prefieren, dominios de unién individual
basados en cualquiera de estas secuencias forman aspectos adicionales. En el caso de los dominios de unién
basados en la secuencia sustancialmente expuesta en la Figura 5 y/o 6, tales dominios de uniéon pueden usarse
como agentes diana para neuronas del SNC, particularmente sitios de lesion o lesidon nerviosa, ya que se sabe que
los dominios de VH de inmunoglobulina son capaces de unirse a los antigenos diana de una manera especifica.

[0120] Los miembros de union especifica pueden comprender ademas regiones constantes de anticuerpos o partes
de las mismas. Por ejemplo, anticuerpos recombinantes basados en las secuencias de VH y VL de las figuras 5y 6
pueden estar unidos en su extremo C-terminal a dominios constantes de cadena ligera del anticuerpo incluyendo
cadenas Ck o CA humanas, preferiblemente cadenas CA, incluyendo dominios constantes que son distintos o
variantes de los dominios constantes respectivos establecidos en las Figuras 5 o 6. De forma similar, los anticuerpos
recombinantes basados en las secuencias de las Figuras 5 o 6 pueden unirse en su extremo C-terminal a la
totalidad o parte de una cadena pesada de inmunoglobulina derivada de cualquier isotipo de anticuerpo, p. €j. IgG,
IgA, IgE, IgD e IgM y cualquiera de las subclases de isotipos, particularmente 1gG1, 1gG2b e IgG4, y luego se
ensayan para afirmar o determinar una actividad y capacidad comparable y/o adecuada. IgM es preferido.

[0121] Los anticuerpos, o cualquiera de sus fragmentos, pueden conjugarse o fusionarse de forma recombinante
con cualquier toxina celular, bacteriana u otra, por ejemplo, exotoxina de pseudomonas, ricina o toxina diftérica. La
parte de la toxina utilizada puede ser la toxina completa o cualquier dominio particular de la toxina. Dichas moléculas
de anticuerpo-toxina se han usado con éxito para dirigir y terapia de diferentes tipos de canceres, véase, por
ejemplo, Pastan, Biochem Biophys Acta. 24 de octubre de 1997; 1333 (2): C1-6; Kreitman y otros, N Engl J Med.
2001 26 de julio; 345 (4): 241-7; Schnell y col., Leukemia. 2000 Jan; 14 (1): 129-35; Ghetie y otros, Mol Biotechnol.
2001 Jul; 18 (3): 251-68. Los multimeros bi y tri-especificos pueden formarse por asociacion de diferentes moléculas
de scFv y se han disefiado como reactivos de entrecruzamiento para el reclutamiento de células T en tumores
(inmunoterapia), reorientacion viral (terapia génica) y como reactivos de aglutinacion de globulos rojos
(inmunodiagndstico), véase, por ejemplo, Todorovska et al., J Immunol Methods. 2001 1 de febrero; 248 (1-2): 47-
66; Tomlinson y col., Methods Enzymol. 2000; 326: 461 - 79; McCall y otros, J Immunol. 2001 15 de mayo; 166 (10):
6112-7.

[0122] Los anticuerpos para uso de la invencion se pueden marcar con un marcador detectable o funcional. Las
etiquetas detectables incluyen, pero no se limitan a, radiomarcadores tales como los isétopos 3H, '“C, 32P, 35S, 36C],
51Cr, 57Co, %8Co, 9Fe, 90y, 121], 124] 125 131] 111|n 17y 211At 198Ay 67Cy 225Ac, 213Bj, 99T¢ y 186Rg, que pueden
unirse a anticuerpos usando quimica convencional conocida en la técnica de formacién de imagenes de anticuerpos.
Las etiquetas también incluyen marcadores fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina, rodamina, Texas Red) y
etiquetas usadas convencionalmente en la técnica para la obtencion de imagenes MRI-CT. También incluyen
etiqguetas de enzimas como peroxidasa de rabano picante, B-glucoronidasa, B-galactosidasa, ureasa. Las etiquetas
incluyen ademas elementos quimicos tales como biotina que pueden detectarse mediante unidon a un resto
detectable afin especifico, por ejemplo, avidina marcada. Las etiquetas funcionales incluyen sustancias que estan
disefiadas para ser dirigidas al sitio de compromiso, dafio o lesion para proporcionar proteccion o causar la
destruccion del tejido neural. Tales marcadores funcionales incluyen farmacos citotdxicos tales como 5-fluorouracilo
o ricina y enzimas tales como carboxipeptidasa bacteriana o nitroreductasa, que son capaces de convertir
profarmacos en farmacos activos en el sitio. Se contemplan inmunoconjugados o proteinas de fusién de anticuerpos,
en donde los anticuerpos y fragmentos de los mismos estan conjugados o unidos a otras moléculas o agentes
incluyen ademas, pero sin limitacion, miembros de unién conjugados a un agente de ablacién quimica, toxina,
inmunomodulador, citocina, agente citotoxico, agente quimioterapéutico o droga. Cuando se usan etiquetas
radiactivas, se pueden utilizar procedimientos conocidos de recuento disponibles actualmente para identificar y
cuantificar los miembros de unién especifica. En el caso en el que la etiqueta es una enzima, la detecciéon se puede
llevar a cabo mediante cualquiera de las técnicas colorimétricas, espectrofotométricas, fluoroespectrofotométricas,
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amperométricas o gasométricas utilizadas actualmente conocidas en la técnica.

[0123] El experto en la materia puede utilizar modelos animales in vivo de complicaciones que dan como resultado
dafio en el SNC, incluyendo lesion o dafio de células nerviosas o afecciones neurodegenerativas, para cribar,
evaluar y/o verificar adicionalmente los anticuerpos o fragmentos de los mismos, variantes de los mismos, o
combinaciones de los mismos, o de combinaciones con otros anticuerpos reactivos del SNC. Dichos modelos
animales incluyen, pero no se limitan a, modelos de afecciones o enfermedades asociadas con dafio, compromiso,
alteracion, muerte, lesién o degeneracion de las células nerviosas. Los modelos incluyen los de o que imitan
aspectos de apoplejia, lesion cerebral, isquemia, esclerosis mdltiple, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson, demencia, encefalitis, meningitis, ELA o enfermedad de la neurona motora.
Los modelos de trazos que utilizan la oclusion de la arteria cerebral media en primates, tales como mandriles, monos
0 macacos son conocidos en la técnica y pueden ser adecuados (Young A et al (1997) Stroke 28: 1471-1476;
delZoppo GJ et al (1986) Stroke 17: 1254 - 1265; Marshall y Ridley 91996) Neurodegeneration 5: 275 - 286). Los
modelos de EM tales como TMEV son conocidos, descritos y utilizados en este documento. Los modelos de raton
SOD para ELA y la enfermedad de neurona motora son conocidos y se describen y se utilizan en este documento
(Gurney ME et al (1994) Science 264: 1772-1775).

[0124] Los anticuerpos, fragmentos de los mismos y anticuerpos recombinantes que comprenden la region variable
de secuencias de acuerdo la invencion pueden ser utilizados en métodos de tratamiento, prevencion o diagndstico
del cuerpo humano o animal, tales como un método de neuroproteccién en un mamifero, que comprende administrar
a dicho mamifero una cantidad eficaz de los anticuerpos, fragmentos de los mismos y anticuerpos recombinantes.
Los anticuerpos recombinantes o fragmentos de los mismos que comprenden las secuencias de la regiéon de
dominio CDR de acuerdo con la descripcion pueden usarse en tales métodos. Los agentes de la divulgacion,
particularmente anticuerpos recombinantes o fragmentos de los mismos, pueden usarse como agentes
neuroprotectores en métodos para prevencion, tratamiento o mejora de la lesion nerviosa, dafio o compromiso y
complicaciones que pueden dar como resultado dafio en el SNC. Los métodos son aplicables cuando la pérdida de
estructura, funcidon o supervivencia de las neuronas esta involucrada o asociada, incluyendo lesién o trauma
cerebral, lesion de la médula espinal (LME), lesion nerviosa, lesion en la cabeza, condiciones donde el suministro de
sangre al cerebro se reduce o se compromete, enfermedades infecciosas del cerebro, enfermedades
neurodegenerativas. Ejemplos de tales enfermedades o condiciones para el tratamiento, prevencion o mejora
incluyen lesion de la médula espinal (LME), esclerosis lateral amolotrépica (ELA), esclerosis multiple (EM),
enfermedad de Alzheimer, apoplejia, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, anoxia
prenatal/isquemia perinatal y/o paralisis cerebral, encefalopatia, mielopatia y enfermedades de las neuronas
motoras.

[0125] En este documento se describen métodos para tratar o mejorar enfermedades o afecciones en mamiferos
donde los nervios estan comprometidos, lesionados o escenarios donde los nervios o neuronas son susceptibles o
en riesgo de compromiso, lesion o dafio que comprende administrar un anticuerpo recombinante o completamente
humano o fragmento del mismo seleccionado de IgM12 e IgM42. Los métodos de la divulgacion pueden comprender
la administracion de mas de un anticuerpo o fragmento, que incluye combinaciones de anticuerpos IgM12 y 42. En
un método adicional adicional, uno o mas anticuerpos IgM12 y/o anticuerpos IgM42 se pueden combinar con otro
anticuerpo activo del SNC. particularmente incluyendo uno o mas de los anticuerpos rHIgM22 y/o rHIgM46. Las
combinaciones de anticuerpos se pueden administrar colectivamente o en serie, y en diversos momentos y diversas
cantidades o concentraciones. De este modo, el anticuerpo 12 y/o 42 pueden administrarse en combinacion con el
anticuerpo 22 y/o 46, mediante administracion combinada o en serie, separados por un corto periodo de tiempo o
mayor tiempo, que incluyen horas, dias o semanas. El anticuerpo 12 y/o 42 pueden administrarse particularmente en
combinacién con el anticuerpo 22 y/o 46 (sHIgM22, rHIgM22, sHIgM46 o rHIgM46), mediante administracion
combinada o en serie para el tratamiento de la mejora de una enfermedad o afeccion que implica
neurodegeneracion, y particularmente incluida la desmielinizacion. En uno de dichos métodos, el anticuerpo 12 y/o
42 se administra en combinacion con el anticuerpo 22 y/o 46, mediante administracion combinada o en serie para el
tratamiento de la mejora de una enfermedad o afeccién desmielinizante, que incluye particularmente esclerosis
multiple (EM). Las secuencias variables de cadena pesada vy ligera del anticuerpo IgM22 se exponen en la SEQ ID
NO: 43 y SEQ ID NO: 44, respectivamente. Las secuencias variables de cadena pesada y ligera del anticuerpo
IgM46 se exponen en la SEQ ID NO: 45 y SEQ ID NO: 46, respectivamente. Uno o mas anticuerpos IgM12 y/o
anticuerpos IgM42 se pueden combinar con uno o mas anticuerpos remielinantes que comprenden (a) CDRs de
region variable de cadena pesada que comprenden secuencia CDR1 SSGMH secuencia CDR2
V()ISYDGSRKYYADSVKG vy secuencia CDR3 GVTGSPTLDY vy region variable de cadena ligera CDR que
comprenden secuencia CDR1 SGSSNIGNNFVS secuencia CDR2 DITKRPS y secuencia CDR3 G(E)TWDSSLSAV
V; o (b) CDRs de la region variable de la cadena pesada que comprenden secuencia CDR1 SGFTFSSYW secuencia
CDR2 IKKDGSEK y secuencia CDR3 ARPNCGGDCYLPWYFD, y CDRs de la region variable de la cadena ligera
que comprenden secuencia CDR1 QSVLYSSNNKNY secuencia CDR2 YWAS y secuencia CDQ3 QQYYNTPQA.

[0126] Los anticuerpos se pueden administrar a un paciente en necesidad de tratamiento a través de cualquier via
adecuada, incluyendo por inyeccion intraperitoneal, en el torrente sanguineo o CSF, o directamente en el sitio de la
lesién o el compromiso. Una ventaja particular de los anticuerpos a modo de ejemplo para el uso de la presente
invencion es que cruzan la BBB vy, por lo tanto, pueden dirigirse al SNC incluso en la administracién i.p. La dosis
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precisa dependera de una serie de factores, incluyendo si el anticuerpo es para el diagnostico o el tratamiento, el
tamafio o extension y la ubicacion de la lesion, la naturaleza precisa del anticuerpo (ya sea anticuerpo completo,
fragmento, diacuerpo, etc.), y la naturaleza de cualquier marcador detectable o funcional unido al anticuerpo.
Cuando se utiliza un radionuclido para la terapia, una dosis Unica maxima adecuada puede ser de aproximadamente
45 mCi/m?2, hasta un maximo de aproximadamente 250 mCi/m?. La dosificacion preferida esta en el intervalo de 15 a
40 mCi, con un intervalo de dosificacion preferido adicional de 20 a 30 mCi, o de 10 a 30 mCi. Tal terapia puede
requerir reemplazo de médula 6sea o células madre. Los anticuerpos desnudos aprobados clinicamente
generalmente se administran en cantidades de mg, con dosis para adultos de 20 a 2000 mg de proteina por dosis,
de 20 a 1500 mg de proteina por dosis, o de 20 a 1000 mg de proteina por dosis, o de 20 a 500 mg de proteina por
dosis 0 20 a 100 mg de proteina por dosis. Los anticuerpos monoclonales inyectables aprobados clinicamente se
administran en cantidades de mg, 3-5 mg/kg, 5-10 mg/kg por dosis, 300-400 mg/dosis, 300-500 mg/dosis (Newsome
BW y Ernstoff EM (2008) Br J Clin Pharmacol 66 (1): 6-19; herceptin.net, tysabri.net, avastin.net, remicade.com). Es
notable que el anticuerpo remielinizante IgM22 ha demostrado ser eficaz en dosis comparativamente
significativamente menores, en el rango de ug, y es capaz de cruzar la BHE para ser activo en el SNC incluso con
una sola dosis de anticuerpo (WO 2004/110355; Warrington AE y col. (2007) J Neurosci Res 85 (5): 967 - 976). El
anticuerpo IgM12 recombinante se muestra en la presente memoria que tiene actividad terapéuticamente relevante
en modelos animales con una sola dosis i.p. en el intervalo de pg. Por lo tanto la dosificacion de los anticuerpos para
el uso de la presente invencion, ya sea en dosis Unica o dosis multiples y/o periddicas, en el intervalo de ugs por
dosis o dosis de ug/kg, o en bajo mg por dosis (100 pg - 1 mg, menos de 1 mg, 1 mg-5 mg, 1 mg-10 mg, 5 mg-15
mg, 10 mg-20 mg por dosis), puede ser aplicable y efectivo. Una dosis para un solo tratamiento de un paciente
adulto, puede ajustarse proporcionalmente para nifios y bebés, y también ajustarse para otros formatos de
anticuerpos, en proporcion, por ejemplo, al peso molecular. Los tratamientos pueden repetirse a intervalos diarios,
dos veces por semana, semanales o mensuales, a discrecion del médico. Una ventaja de los anticuerpos a modo de
ejemplo es que cruzan la BBB vy los sitios diana de dafio o lesion, facilitando asi el uso de dosis menores y
potencialmente menores para lograr efectos adecuados.

Composiciones farmacéuticas y terapéuticas

[0127] Los anticuerpos o fragmentos se administraran habitualmente en forma de una composicion farmacéutica,
que puede comprender al menos un componente ademas del/los anticuerpo(s) o fragmentos. Por tanto, las
composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la presente invenciéon pueden comprender, ademas del
ingrediente activo, un excipiente, vehiculo, tampodn, estabilizador u otros materiales farmacéuticamente aceptables,
bien conocidos por los expertos en la técnica. Tales materiales deben ser no toxicos y no deben interferir con la
eficacia del ingrediente activo. La naturaleza precisa del vehiculo u otro material dependera de la via de
administracion, que puede ser oral, o mediante inyeccion, por ejemplo, por via intravenosa, o por deposicién en un
sitio tumoral.

[0128] Las composiciones farmacéuticas para administracion oral pueden estar en forma de tableta, capsula, polvo o
liquido. Una tableta puede comprender un portador sélido tal como gelatina o un adyuvante. Las composiciones
farmacéuticas liquidas generalmente comprenden un vehiculo liquido tal como agua, petréleo, aceites animales o
vegetales, aceite mineral o aceite sintético. Puede incluirse solucion salina fisioldgica, dextrosa u otra solucion de
sacaridos o glicoles como etilenglicol, propilenglicol o polietilenglicol. Para inyeccién intravenosa, o inyeccion en el
sitio de afliccion, el ingrediente activo puede estar en forma de una solucién acuosa parenteralmente aceptable que
esta libre de pirégenos y tiene un pH, isotonicidad y estabilidad adecuados. Los expertos en la técnica son capaces
de preparar soluciones adecuadas utilizando, por ejemplo, vehiculos isotdnicos tales como Inyeccion de Cloruro de
sodio, Inyeccién de Ringer, Inyeccion de Ringer de lactato. Se pueden incluir conservantes, estabilizadores,
tampones, antioxidantes y/u otros aditivos, segin sea necesario.

[0129] Una composicién se puede administrar sola o en combinacion con otros tratamientos, agentes terapéuticos o
agentes, ya sea de manera simultanea o secuencial dependiendo de la afeccion a tratar. Se contemplan las
composiciones que comprenden combinaciones de uno o mas anticuerpos recombinantes o fragmentos de los
mismos como se describe en este documento. Ademas, la presente descripcidon contempla e incluye composiciones
que comprenden el anticuerpo o fragmento del mismo, descrito aqui y otros agentes o agentes terapéuticos tales
como agentes neuroactivos o terapéuticos, agentes antiinflamatorios, agentes moduladores de la liberacion de
neurotransmisores, ligandos de neurorreceptores o agonistas o antagonistas, canales de calcio. agentes,
inmunomoduladores u otros anticuerpos reactivos del SNC. Se contemplan las composiciones que comprenden
combinaciones de uno o mas anticuerpos recombinantes o fragmentos de los mismos como se describe en este
documento. Otros tratamientos o terapéuticos pueden incluir la administracién de dosis adecuadas de farmacos para
el alivio del dolor tales como farmacos antiinflamatorios no esteroideos (por ejemplo, aspirina, paracetamol,
ibuprofeno o ketoprofeno) u opiaceos tales como morfina o antieméticos. Ademas, la composicion se puede
administrar con inmunomoduladores, como interleucinas, factor de necrosis tumoral (TNF) u otros factores de
crecimiento, factores estimulantes de colonias, citocinas u hormonas como la dexametasona que estimulan la
respuesta inmune y la reduccion o eliminacion del células decancer o tumores. La composicion también se puede
administrar con, o puede incluir, combinaciones junto con otros anticuerpos reactivos del SNC, que incluyen
particularmente anticuerpos remielinizantes, que incluyen rHIgM22 y/o rHIgM46.
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[0130] La presente divulgacion ademas contempla composiciones terapéuticas Utiles en la practica de los métodos
terapéuticos de la divulgacion. Una composicion terapéutica sujeto incluye, en mezcla, un excipiente (vehiculo)
farmacéuticamente aceptable y uno o mas de un anticuerpo, un analogo polipeptidico del mismo o un fragmento del
mismo, como se describe aqui como un ingrediente activo. En una realizacion preferida, la composicion comprende
un antigeno capaz de modular la unién especifica del presente miembro de unién/anticuerpo con una célula diana.
La preparacion de composiciones terapéuticas o farmacéuticas que contienen anticuerpos, polipéptidos o
fragmentos activos como ingredientes activos se comprende bien en la técnica. Tipicamente, tales composiciones se
preparan como inyectables, como soluciones liquidas o suspensiones. Sin embargo, también se puede preparar
formas solidas adecuadas para solucion en, o suspension en, liquido antes de la inyeccion. La preparacion también
puede emulsionarse. EIl ingrediente terapéutico activo a menudo se mezcla con excipientes que son
farmacéuticamente aceptables y compatibles con el ingrediente activo. Los excipientes adecuados son, por ejemplo,
agua, solucion salina, dextrosa, glicerol, etanol o similares y combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, la
composicion puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o
emulsionantes, agentes tamponantes del pH que mejoran la eficacia del ingrediente activo. Se puede formular un
anticuerpo o fragmento activo en la composicion terapéutica como formas de sal farmacéuticamente aceptables
neutralizadas. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido (formadas con los
grupos amino libres del polipéptido o molécula de anticuerpo) y que se forman con acidos inorganicos tales como,
por ejemplo, acidos clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como acético, oxalico, tartarico, mandélico, y
similares. Las sales formadas a partir de los grupos carboxilo libres también pueden derivarse de bases inorganicas
tales como, por ejemplo, hidroxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico, y bases organicas tales como
isopropilamina, trimetilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaina, y similares.

[0131] Las composiciones que contienen anticuerpos terapéuticos o fragmentos activos se administran
convencionalmente por via intraperitoneal o intravenosa, por ejemplo mediante inyeccion de una dosis unitaria. El
término "dosis unitaria" cuando se usa en referencia a una composicion terapéutica de la presente invencion se
refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosis unitaria para humanos, conteniendo cada unidad
una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion
con el diluyente requerido; es decir, portador o vehiculo.

[0132] Las composiciones se administran de una manera compatible con la formulaciéon de dosificacion, y en una
cantidad terapéuticamente efectiva. La cantidad a administrar depende del sujeto que se va a tratar, la capacidad del
sistema del sujeto para utilizar el ingrediente activo y el grado de capacidad de unién a la neurona deseada o el
grado de lesion neural. Las cantidades precisas de ingrediente activo requeridas para administrarse dependen del
juicio del médico y son peculiares de cada individuo. Los regimenes adecuados para la administracion inicial y la
administracion posterior también son variables, y pueden incluir una administracion inicial seguida de dosis repetidas
a intervalos de una o mas horas, dias, semanas o meses mediante una inyeccion posterior u otra administracion.
Alternativamente, se contempla una infusion o administracién continua suficiente para mantener concentraciones
apropiadas y suficientes en la sangre, el SNC o en el sitio de la terapia deseada.

[0133] El momento de administracion puede variar y puede ser determinada por el experto en la técnica o
profesional médico, basado en la ensefianza de la memoria descriptiva, los parametros clinicos del paciente o
sujeto, el estado o la gravedad de la condicion o enfermedad, o el grado o naturaleza de lesion neural, o
compromiso. Por lo tanto, la mejora en la funcién neuronal o la proteccion mejorada de las neuronas, por ejemplo,
de muerte o compromiso, puede mejorarse mediante la administracion temprana en el inicio o la demostracion
clinica de una enfermedad, a fin de minimizar el grado de dafio o compromiso neurolégico. En un aspecto, el
momento de la administracion se coordina con evaluaciones de la funcidon neuroldgica, determinacion del estado y/u
otras evaluaciones clinicas a fin de minimizar o aliviar la progresion de la enfermedad de dafio o deterioro
neurolégico.

Ensayos de diagnéstico

[0134] La presente descripcion también se refiere a una variedad de aplicaciones de diagndstico, que incluyen
métodos para detectar o determinar dafio de células nerviosas, lesion o compromiso. Los anticuerpos y fragmentos
de la divulgacion pueden utilizarse para evaluar, cuantificar, dirigir y/o formar imagenes de neuronas, in vitro o in
vivo. Los presentes anticuerpos que incluyen fragmentos de los mismos y farmacos que modulan la produccion o
actividad de los miembros de unién especifica, anticuerpos y/o sus subunidades pueden poseer ciertas aplicaciones
de diagnostico y pueden, por ejemplo, utilizarse con el fin de detectar y/o medir condiciones o enfermedades que
implican compromiso de neuronas, degeneracion, lesion, dafio o muerte. Los anticuerpos marcados, incluidos los
radiomarcados, y sus fragmentos, son utiles en técnicas de diagnéstico in vitro y en técnicas de radioimagen in vivo
y en radioinmunoterapia. En el caso de la formacion de imagenes in vivo, los anticuerpos o fragmentos de la
presente descripcion pueden conjugarse con un agente de formacion de imagenes en lugar de un radioisétopo o
isétopos, que incluyen, pero no se limitan a un agente potenciador de la imagen de resonancia magnética cargado
con una gran cantidad de iones paramagnéticos a través de grupos quelantes. Los ejemplos de grupos quelantes
incluyen EDTA, porfirinas, éteres de corona de poliaminas, y polioximas. Los ejemplos de iones paramagnéticos
incluyen gadolinio, hierro, manganeso, renio, europio, lananio, holmio y ferbio. En un aspecto adicional, los
anticuerpos radiomarcados y sus fragmentos, particularmente los radioinmunoconjugados, son utiles en
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radioinmunoterapia, particularmente como anticuerpos radiomarcados para terapia celular. En otro aspecto
adicional, los miembros de unién especifica radiomarcados, particularmente anticuerpos y fragmentos de los
mismos, son Utiles en técnicas de cirugia radioinmunoldgica guiada, en las que pueden identificar e indicar la
presencia y/o localizaciéon de neuronas comprometidas o dafiadas o los sitios de lesion del nervio, durante o
después de la cirugia para apuntar o eliminar tales células o para trasplantar o administrar células a esos sitios
especificos.

[0135] La radioinmunoterapia (RAIT) ha ingresado en la clinica y ha demostrado eficacia usando varios
inmunoconjugados de anticuerpos. Se ha evaluado el anticuerpo hMN-14 de antigeno carcinoembrionario (anti-CEA)
humanizado marcado con 3"l en cancer colorrectal (Behr TM y col. (2002) Cancer 94 (4Suppl): 1373-81) y el mismo
anticuerpo con la etiqueta 90Y se ha evaluado en el carcinoma de tiroides medular (Stein R et al (2002) Cancer 94
(1): 51-61). La radioinmunoterapia con anticuerpos monoclonales también se ha evaluado e informado para el
linfoma no Hodgkin y el cancer de pancreas (Goldenberg DM (2001) Crit Rev Oncol Hematol 39 (1-2): 195-201; Gold
DV y cols. (2001) Crit Rev. Oncol Hematol 39 (1-2) 147-54). Los métodos de radioinmunoterapia con anticuerpos
particulares también se describen en las patentes de los Estados Unidos 6.306.393 y 6.331.175. La cirugia
radioinmunoguiada (RIGS) también ha ingresado en la clinica y ha demostrado eficacia y utilidad, incluido el uso de
anticuerpos anti-CEA y anticuerpos dirigidos contra antigenos asociados a tumores (Kim JC et al (2002) Int J Cancer
97 (4): 542-7; Schneebaum S et al (2001) World J Surg 25 (12): 1495 - 8; Avital S et al (2000) Cancer 89 (8): 1692 -
8; Mclintosh DG et al (1997) Cancer Biother Radiopharm 12 (4): 287-94).

[0136] Los anticuerpos radiomarcados y sus fragmentos son utiles en técnicas de diagnostico in vitro y en técnicas
de radioimagenes in vivo. Los anticuerpos y fragmentos de los mismos, particularmente radioinmunoconjugados, son
utiles en radioinmunoterapia, particularmente como anticuerpos radiomarcados para la reparacién de lesiones
nerviosas, recuperacion neurodegenerativa, cancer o terapia tumoral del SNC, o alternativamente para la ablacion
de tejido nervioso o neuronas dafiadas en ciertos casos. En un aspecto in vivo, el anticuerpo o fragmento de union a
neurona del mismo se marca y se administra al animal antes, durante o después de la cirugia o una técnica
quirdrgica, incluida una técnica estereotaxica o minimamente invasiva, con el fin de localizar lesiones nerviosas o
evaluar resto del tejido neural dafiado o lesionado. En uno de tales aspectos, los miembros de unién especifica
radiomarcados, particularmente anticuerpos y fragmentos de los mismos, son utiles en técnicas de cirugia
radioinmunogénica, en las que pueden identificar e indicar la presencia y/o localizacién de células nerviosas o
neuronas comprometidas, dafadas, lesionadas o moribundas o tejido nervioso, antes, durante o después de la
cirugia para identificar, o eliminar tales células.

[0137] Las aplicaciones de diagnodstico de los anticuerpos y fragmentos de las mismas de la divulgacion incluyen
aplicaciones in vitro e in vivo bien conocidas y estandar para el experto en la materia y basadas en la presente
descripcion. Los ensayos y kits de diagndstico para la evaluacion y evaluacion in vitro de neuronas o tejido nervioso
se pueden utilizar para diagnosticar, evaluar y controlar muestras de pacientes, incluidos los que se sabe que tienen
o se sospecha que tienen afecciones neurologicas o enfermedades donde las células nerviosas estan
comprometidas, dafiadas o lesionadas. determinar el grado de muerte o lesién celular o de un tumor o cancer del
SNC, incluso en una muestra de un paciente o sujeto. La evaluacion del estado de enfermedad neurolégica también
es util para determinar la idoneidad de un paciente para un ensayo clinico de un farmaco o para la administracion de
un agente neuroterapéutico o quimioterapéutico particular o un anticuerpo, incluidas combinaciones de los mismos,
frente a un agente o anticuerpo diferente.

[0138] Se describe aqui un sistema de ensayo que se puede preparar en forma de un kit de prueba para el analisis
cuantitativo de la extensién de la presencia de, por ejemplo, neuronas dafadas, comprometidas o lesionadas o para
cuantificar neuronas en una muestra. El sistema o kit de prueba puede comprender un componente marcado
preparado por una de las técnicas radiactivas y/o enzimaticas discutidas en la presente, acoplando una etiqueta al
anticuerpo, y uno o mas reactivos inmunoquimicos adicionales, al menos uno de los cuales es un componente libre
o inmovilizado para ser determinado o su(s) socio(s) vinculante(s).

[0139] En una realizacion adicional, se pueden preparar kits de prueba comerciales adecuados para uso por un
especialista médico en base a lo anterior para determinar el estado de las neuronas en una muestra. De acuerdo
con las técnicas de prueba discutidas anteriormente, una clase de tales kits contendra al menos el anticuerpo
marcado o su compafiero de union, por ejemplo, un anticuerpo especifico para el mismo, y las instrucciones, por
supuesto, dependiendo del método seleccionado, por ejemplo, "competitivo," "sandwich", "DASP" y similares. Los
kits también pueden contener reactivos periféricos tales como tampones, estabilizadores, etc.

[0140] Por consiguiente, se puede preparar un kit de prueba para la demostracion de la presencia o determinacion
del estado de las neuronas, que comprende:

(a) una cantidad predeterminada de al menos un componente inmunoquimicamente reactivo marcado obtenido
por la union directa o indirecta del presente anticuerpo o fragmento o un asociado de unién especifico al mismo,
a un marcador detectable;

(b) otros reactivos; e

(c) instrucciones para el uso de dicho kit.
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[0141] Se puede preparar un kit de prueba para la demostracion de la presencia de lesiéon, dafio o compromiso de
las células nerviosas que comprende:

(a) una cantidad predeterminada de al menos un componente inmunoquimicamente reactivo marcado obtenido
mediante la union directa o indirecta del presente anticuerpo o una pareja de union especifica al mismo, a un
marcador detectable;

(b) otros reactivos; e

(c) instrucciones para el uso de dicho kit.

Acidos nucleicos

[0142] Aqui se describe un acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo, particularmente un anticuerpo
recombinante, en particular un anticuerpo completamente humano, de la presente divulgaciéon. El acido nucleico
incluye ADN y ARN. En un aspecto preferido, en el presente documento se describe un acido nucleico que codifica
un polipéptido como se definié anteriormente, que incluye un polipéptido como se establece en las Figuras 5 0 6 o
capaz de codificar las regiones CDR del mismo.

[0143] Aqui se describen constructos en forma de plasmidos, vectores, transcripcion o casetes de expresion que
comprenden al menos un polinucleétido como anteriormente. Aqui se describe una célula huésped recombinante
que comprende una o mas construcciones como anteriormente. Un acido nucleico que codifica cualquier anticuerpo
o fragmento como se proporciona forma un aspecto de la presente descripcion, como lo hace un método de
produccion del miembro de unién especifica, método que comprende la expresiéon del acido nucleico que lo codifica.
La expresion se puede lograr convenientemente cultivando en condiciones apropiadas células huésped
recombinantes que contienen el acido nucleico. Después de la producciéon por expresién, un miembro de unién
especifico puede aislarse y/o purificarse usando cualquier técnica adecuada, y luego usarse segun sea apropiado.

[0144] Los anticuerpos y las moléculas de acido nucleico codificadoras y vectores de acuerdo con la presente
descripcion pueden ser proporcionarse aisladas y/o purificadas, por ejemplo, de su ambiente natural, en forma
sustancialmente pura o homogénea, o, en el caso del acido nucleico, libre de o sustancialmente libre de acido
nucleico o de un origen de genes distinto de la secuencia que codifica un polipéptido con la funcién requerida. El
acido nucleico de acuerdo con la presente descripcion puede comprender ADN o ARN y puede ser total o
parcialmente sintético.

[0145] Los sistemas para la clonacion y expresion de un polipéptido en una variedad de diferentes células huésped
son bien conocidos. Las células huésped adecuadas incluyen bacterias, células de mamiferos, levaduras y sistemas
de baculovirus. Las lineas celulares de mamifero disponibles en la técnica para la expresion de un polipéptido
heterdlogo incluyen células de ovario de hamster chino, células Hela, células de rifidn de hamster bebé, células
cancerosas, células de cancer de ovario y muchas otras. Un huésped bacteriano comun y preferido es E. coli. La
expresion de anticuerpos y fragmentos de anticuerpos en células procariotas tales como E. coli esta bien establecida
en la técnica. Se pueden elegir o construir vectores adecuados, que contienen secuencias reguladoras apropiadas,
que incluyen secuencias promotoras, secuencias terminadoras, secuencias de poliadenilacién, secuencias
potenciadoras, genes marcadores y otras secuencias segun sea apropiado. Los vectores pueden ser plasmidos,
virales, por ejemplo, fagos o fagémidos, segun corresponda. Para mas detalles, véase, por ejemplo, Molecular
Cloning: a Laboratory Manual: 22 edicion, Sambrook et al., 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press. Muchas
técnicas y protocolos conocidos para la manipulacion de acido nucleico, por ejemplo en la preparacion de
construcciones de acido nucleico, mutagénesis, secuenciacion, introduccion de ADN en células y expresion génica,
y analisis de proteinas, se describen en detalle en Short Protocols in Molecular Biology, Segunda Edicién, Ausubel et
al. eds., John Wiley & Sons, 1992.

[0146] Por lo tanto, un aspecto adicional de la presente divulgacion es una célula huésped que contiene acido
nucleico como se describe en el presente documento. Otro aspecto adicional es un método que comprende
introducir dicho acido nucleico en una célula huésped. La introduccion puede emplear cualquier técnica disponible.
Para las células eucariotas, las técnicas adecuadas pueden incluir la transfeccion con fosfato de calcio, DEAE-
Dextrano, electroporacion, transfeccion y transduccion mediada por liposomas utilizando retrovirus u otros virus, por
ejemplo, vaccinia o, para células de insectos, baculovirus. Para las células bacterianas, las técnicas adecuadas
pueden incluir la transformacion del cloruro de calcio, la electroporacion y la transfeccion usando un bacteriéfago. La
introduccion puede ir seguida de causar o permitir la expresion del acido nucleico, por ejemplo, cultivando células
huésped en condiciones para la expresion del gen. La presente descripcién también incluye un método que
comprende usar una construccion como se indicé anteriormente en un sistema de expresion para expresar un
miembro o polipéptido de unién especifico como se ha indicado anteriormente.

[0147] Otra caracteristica de esta descripcion es la expresion de las secuencias de ADN descritas en este
documento. Como es bien sabido en la técnica, las secuencias de ADN pueden expresarse uniéndolas
operativamente a una secuencia de control de la expresion en un vector de expresion apropiado y empleando ese
vector de expresion para transformar un huésped unicelular apropiado. Se puede emplear una amplia variedad de
combinaciones de vector de huésped/expresion para expresar las secuencias de ADN de esta descripcion. Los

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 662 100 T3

vectores de expresion Utiles, por ejemplo, pueden consistir en segmentos de secuencias de ADN cromosémicas, no
cromosomicas y sintéticas. Los vectores adecuados incluyen derivados de SV40 y plasmidos bacterianos conocidos,
por ejemplo, plasmidos de E. coli col El, pCR1, pBR322, pMB9 y sus derivados, plasmidos tales como RP4; ADN de
fago, por ejemplo, los numerosos derivados de fago A, por ejemplo, NM989, y otro ADN de fago, por ejemplo, M13 y
ADN de fago monocatenario filamentoso; plasmidos de levadura tales como el plasmido 2u o derivados de los
mismos; vectores Utiles en células eucariotas, tales como vectores Utiles en células de insectos o mamiferos;
vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fagos, tales como plasmidos que se han modificado
para emplear ADN de fago u otras secuencias de control de la expresion; y similares. Cualquiera de una amplia
variedad de secuencias de control de la expresidon - secuencias que controlan la expresién de una secuencia de
ADN unida operativamente - puede usarse en estos vectores para expresar las secuencias de ADN de esta
descripcion. Dichas secuencias de control de expresion utiles incluyen, por ejemplo, los promotores temprano o
tardio de SV40, CMV, vaccinia, polioma o adenovirus, el sistema /ac, el sistema trp, el sistema TAC, el sistema TRC,
el sistema LTR, el operador principal y regiones promotoras del fago A, las regiones de control de proteina cubierta
de fd, el promotor de quinasa de 3-fosfoglicerato u otras enzimas glicoliticas, los indicadores de la fosfatasa acida
(por ejemplo, Pho5), los promotores de los factores de apareamiento D de levadura, y otras secuencias conocidas
para controlar la expresion de genes de células procariotas o eucariotas o sus virus, y diversas combinaciones de
los mismos.

[0148] Una amplia variedad de células huésped unicelulares también son utiles para expresar las secuencias de
ADN de esta descripcion. Estos huéspedes pueden incluir huéspedes eucariotas y procariotas bien conocidas, tales
como cepas de E. coli, Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, hongos como levaduras y células animales, como
CHO, YB/20, NSO, SP2/0, RI.I, células B-W y L-M, células de rifién de mono verde africano (p. ej., COS 1), COS 7,
BSC1, BSC40 y BMT10), células de insectos (por ejemplo, Sf9), y células humanas y células de plantas en cultivo
de tejidos.

[0149] Se entendera que no todos los vectores, secuencias de control de expresion y huéspedes funcionaran
igualmente bien para expresar las secuencias de ADN de esta descripcion. Tampoco todos los huéspedes
funcionaran igual de bien con el mismo sistema de expresion. Sin embargo, un experto en la técnica podra
seleccionar los vectores, las secuencias de control de la expresion y los huéspedes adecuados sin experimentacion
indebida para lograr la expresion deseada sin apartarse del alcance de esta descripcion. Al seleccionar una
secuencia de control de expresidon, normalmente se consideraran una variedad de factores. Estos incluyen, por
ejemplo, la fuerza relativa del sistema, su controlabilidad y su compatibilidad con la secuencia de ADN patrticular o el
gen que se va a expresar, particularmente con respecto a las estructuras secundarias potenciales. Los huéspedes
unicelulares adecuados se seleccionaran teniendo en cuenta, por ejemplo, su compatibilidad con el vector elegido,
sus caracteristicas de secrecion, su capacidad para plegar proteinas correctamente y sus requisitos de
fermentacion, asi como la toxicidad para el huésped del producto codificado por las secuencias de ADN a
expresarse y la facilidad de purificacion de los productos de expresion. Teniendo en cuenta estos y otros factores, un
experto en la técnica podra construir una variedad de combinaciones vector/control/secuencia de control de
expresion que expresaran las secuencias de ADN de esta descripcién en fermentacién o en cultivo de animales a
gran escala.

[0150] Una secuencia de ADN que codifica un anticuerpo o fragmento de la misma puede prepararse sintéticamente
en lugar de clonarse. La secuencia de ADN se puede disefiar con los codones apropiados para la secuencia de
aminoacidos del miembro de unién especifica. En general, se seleccionaran los codones preferidos para el huésped
deseado si la secuencia se usara para la expresion. La secuencia completa se ensambla a partir de oligonucleétidos
solapantes preparados por métodos estandar y se ensamblan en una secuencia codificante completa. Véase, por
ejemplo, Edge, Nature, 292: 756 (1981); Nambair et al., Science, 223: 1299 (1984); Jay y otros, J. Biol. Chem., 259:
6311 (1984). Las secuencias de ADN sintético permiten la construccion conveniente de genes que expresaran
analogos de miembros de unién especifica o "muteinas”. Alternativamente, el ADN que codifica muteinas puede
prepararse mediante mutagénesis dirigida a un sitio de genes o ADNc de miembros de unién especificos nativos, y
las muteinas pueden prepararse directamente usando la sintesis de polipéptidos convencional.

[0151] La invencion puede entenderse mejor por referencia a los siguientes ejemplos no limitantes, que se
proporcionan como ejemplos de la invencion. Los siguientes ejemplos se presentan con el fin de ilustrar mas
completamente las realizaciones preferidas de la invencion y de ningin modo deben interpretarse como limitativos
del amplio alcance de la invencién.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1: Identificacion de autoanticuerpos naturales (NatAbs) que se unen a las células del sistema
nervioso

[0152] IgM humanos de suero natural que se unen a las neuronas se identificaron mediante el cribado del banco de
suero Mayo Clinic, que contiene mas de 140,000 muestras recogidas durante 45 afios, para candidatos con un alto
pico monoclonal de IgG o IgM (mas de 10 mg/ml en la sangre) y luego pruebas de suero para la unién de
anticuerpos a cortes de corteza cerebral y cerebelo vivos (31). Tales IgM se purificaron a partir de muestras positivas
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y se analizaron adicionalmente para 1) unioén a la superficie de neuronas primarias aisladas 2) como sustratos para
el soporte de la extension de neuritas 3) la capacidad de proteger a las neuronas de la apoptosis frente a moléculas
estresantes. Este protocolo de seleccion se basa en el usado para identificar IgM humanas que se unen a
oligodendrocitos y promueven la remielinizacién en modelos de EM (22, y como se describe en el documento WO
0185797). El reconocimiento de la superficie de células o tejidos apropiados parece ser una caracteristica definitoria
importante de las IgM terapéuticas.

[0153] Dos IgM de unién neuronal humanas distintas derivadas del suero han sido identificadas (sHIgM12 y
sHIgM42). Ciertas caracteristicas de estos anticuerpos derivados de suero se enumeran en la TABLA 1. Los
sHIgM12 y sHIgM42 derivados de suero se han demostrado inicialmente in vitro para soportar la extension de
neurita asi como la laminina de sustrato potente y para anular la inhibicion de neurolitos de la mielina del SNC (23).

[0154] Estudios adicionales han demostrado que sHIgM12 derivado de suero mejora la funcidon espontanea en
ratones infectados con TMEV, segun se evalla por la actividad nocturna espontanea media por hora en ratones
(21). En contraste con IgM NatAbs identificados previamente (sHIgM22 y sHIgM46), ni sHIgM12 ni sHIgM42
promueven la remielinizacién de la médula espinal.

Tabla 1 - IgM humanas terapéuticas

igM Promueve Apoya extension de Se une a Se une a
humana remielinacion neurita oligodendrocitos neuronas
sHIgM12 no si No si
sHIgM42 no si No si
sHIgM22 si no si no
sHIgM46  |si no si no
sHIgM39 no no No No

[0155] A menudo, se cree que los autoanticuerpos son patégenos. Por el contrario, como se demuestra en la
presente memoria, los autoanticuerpos contra neuronas (sHIgM12 y sHIgM42 y anticuerpos recombinantes basados
en los mismos) no matan a las neuronas. En cambio, estas IgM protegen a las neuronas de la muerte, promueven la
extension de las neuritas, aumentan la NAA in vivo, protegen los axones in vivo en el modelo TMEV y mejoran la
funcién espontanea nocturna de los ratones enfermos de TMEV.

[0156] Los anticuerpos de union de neuronas IgM12 y IgM42 se dirigen a neuronas en lesiones del SNC y aplicables
para revertir la pérdida neuronal y/o mejorar los efectos de lesidon neuronal o enfermedad. IgM humanas de unién a
neurona representan una nueva clase de agentes terapéuticos con aplicacion Unica para diversas enfermedades y
afecciones que involucran neurodegeneracion, lesién neuronal o muerte neuronal. Dichas enfermedades incluyen,
sin limitacién, EM, lesién de la médula espinal, ELA, enfermedad de Alzheimer, lesién cerebral traumatica, eventos
cerebrovasculares o accidente cerebrovascular. Estas IgM humanas han sido minimamente antigénicas cuando se
administran sistémicamente en animales.

Identificacion y caracterizacion de IgM humanas que se unen a la superficie de multiples tipos de neuronas vivas:

[0157] Las muestras de suero con una alta concentracion de IgG o IgM (> 10 mg/ml) fueron seleccionadas para la
union a Ab a capas neuronales en cortes de tejido del SNC vivos (corteza y cerebelo). De 152 sueros ensayados, 17
sueros humanos fueron positivos en cortes de tejido (23).

[0158] Los anticuerpos sHIgM12 y sHIgM42 se unen a la superficie de una amplia variedad de neuronas que
coetiquetan con marcadores neuronales neurofilamento o tubulina B 1ll. Estos incluyen células granulares
cerebelosas (23), neuronas corticales, neuronas del hipocampo, neuronas de la biopsia del I6bulo temporal humano
(FIGURA 1) y células ganglionares de la retina (datos no mostrados). rHIgM12 tifie el soma, las neuritas y los conos
de crecimiento de las neuronas del hipocampo (datos no mostrados). Esta reactividad cruzada sugiere que las IgM
humanas pueden actuar sobre las células del SNC afectadas en una serie de afecciones/enfermedades
neurolégicas, tales como EM, esclerosis lateral amiotréfica o apoplejia.

[0159] Los presentes datos indican que la unién de sHIgM12 o sHIgM42 a la superficie de las neuronas depende de
los hidratos de carbono. El tratamiento con sialidasa de neuronas en cultivo eliminé la unién de ambas IgM humanas
a la superficie celular, mientras que el bloqueo de la sintesis de esfingolipidos con Fumonisina B1 o la eliminacién de
proteinas unidas a GPI con PIPLC no eliminé la unién de IgM (23). Los gangliésidos son candidatos para los
antigenos de estas IgM humanas. En experimentos de co-etiquetado, rHIgM12 se localiza conjuntamente con GM1
en la membrana neuronal (véase el Ejemplo 11 y la FIGURA 21C).

[0160] Aunque comparten ciertas caracteristicas funcionales tales como provocar el crecimiento de neuritas,
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sHIgM12 y sHIgM42 si demuestran diferencias y son cada uno anticuerpos Unicos. Esto es evidente en estudios de
union e inmunofluorescencia; etiquetan la superficie de las células granulares del cerebelo en distintos patrones. En
estudios de inmunofluorescencia de células de granulos cerebelosos de rata en cultivo, los patrones de marcacion
de la membrana neuronal mediante el uso de estos dos anticuerpos son distintos (FIGURA 2). Las areas cortas de
membrana de neurita estan unidas por sHIgM12 lo que da como resultado un patrén puntiforme. Las areas mas
grandes de la membrana de neurita estan unidas por sHIgM42 dando como resultado un patrén mas segmentado.

Ejemplo 2: IgM humanas protegen a las neuronas corticales de la muerte inducida por peréxido

[0161] IgM humanas promotoras de remielinizacion se han demostrado para proteger los oligodendrocitos en cultivo
de la activacion de perdxido inducida de la caspasa 3 (33), un marcador de la apoptosis activo. Como se establece
en este documento, sHIgM12 o sHIgM42, se evaluaron en protocolos analogos. El sHIgM12 o sHIgM42,
respectivamente, y el peroxido se afiadieron juntos a cultivos de neuronas corticales primarias de ratéon y se ensayo
el grado de activacion de caspasa 24 horas mas tarde (FIGURA 3).

[0162] El tratamiento de las neuronas cultivadas con rHIgM12 dio como resultado la proteccion del 80% de la
activacion de la caspasa 3. El tratamiento de las neuronas con sHIgM42 fue protector también con aproximadamente
el 40% de la activacion de la caspasa 3. Estos resultados fueron significativamente diferentes (P<0,01) en
comparacion con una IgM humana de control, que resulté en menos del 10% de proteccion contra la activacion de la
caspasa 3.

[0163] Por tanto, sHIgM12 o sHIgM42 de unidén a neuronas protegieron las neuronas corticales de la muerte celular
inducida por peroxido. Por lo tanto, cuando se proporciond un inductor o agente de dafio (0 muerte) de células
nerviosas, IgM12 e IgM42 evitaron de forma independiente y significativa que ocurriera el dafio (o la muerte).

Ejemplo 3: Anticuerpos recombinantes derivados de sHigM12

[0164] Se han construido dos formas recombinantes de sHIgM12. Cada uno utilizé el mismo vector de expresiéon que
se utilizé previamente para el anticuerpo IgM22 recombinante (rHIgM22) para las cadenas pesada y ligera (22, 28,
WO0185797). El vector incluye un gen dHfR seleccionable expresado bajo el control del promotor SV40. Una forma
de anticuerpo IgM12 recombinante parcialmente humano con una cadena J de ratén se construy6 inicialmente de la
siguiente manera, después de eso, anticuerpo producido en células F3B6 de linea de hibridoma humano/de ratén.

[0165] La construccion del vector de anticuerpo IgM12 recombinante (PAD12) se realizd mediante la insercién del
ADNCc de region variable de cadena pesada con una secuencia lider de la base de datos de nucleétidos y de ADNc
completo de la cadena ligera con la secuencia lider adjunta de la base de datos de nucledtidos de una manera
similar a la descrita previamente (6), usando los cebadores que se describen a continuacion. El vector se representa
en la Figura 4. La secuencia de la cadena pesada y ligera utilizada para el anticuerpo IgM12 humano recombinante,
con regiones variables y constantes, se muestra en la FIGURA 5.

[0166] Los cebadores usados para preparar rHIgM12VH y empalmarlo por extension de solapamiento (Horton RM y
col. (1989) Gene 77: 61-68) a una secuencia lider con un intrén (letras minusculas) de la base de datos (M29812)
son los siguientes:

(1) Cebador 5' con sitio BspEl: TCC GGA CGG TCC GGG A

(2) TCC GGA CGG TCC G ggacctcct gtgcaagaac atgaaacatc tgtggttctt ccttctcctg gtggcagcetc ccagatgtga
gtatctcagg gatccagaca

(3) cagg gatccagaca tggggatatg ggaggtgcct ctgatcccag ggctcactgt gggtctctct gttcacaggg gtcctgtccc aggtgcagcet
gcaggagtcg ggcccaggac

(4) Cebador 3 con sito PAC I: CCTTAATTAAGACCTGG AGAGGCCATTCTTACCTGAG
GAGACGGTGACCAGGGTTC

[0167] Los cebadores usados para preparar rHIgM12Vk y empalmarlo por extension de solapamiento (soe) a la
secuencia lider de la base de datos (letras minusculas, accesion X59312) son los siguientes:

(1) Cebador 5'-Ck a soe lym 12 Vk a Ck: CGA ACT GTGGCT GCA C

(2) Cebador 3’ Ck con Xho 1: CCGCTCGAGTATCTAACACTCTCCCCTGTT

(3) 5' Lym 12 Vk con Nhe I: AGCATTACTAGCTAGCTC AAGACTCAGCCTGGAC atggaca tgagggtccc cgctcagctc
ctggggctcc tgctactctggcetccgag gtgecaga tgt GAC ATC CAG ATG ACC CA

[0168] El vector con los genes de anticuerpos sintéticos se introdujo en células de hibridoma F3B6 por
electroporacion y metotrexato (MTX) de amplificacion se realizé como se ha descrito previamente (6).

[0169] Brevemente, se incubaron 8 millones de células de hibridarbinoma de ratén/humano F3B6 (American Type

Culture Collection: ATCC) con 10 ug de vector PAD12 linealizado con Bgl Il durante 10 min en 800 ul de medio sin
suero en cuyo momento se electroporaron en 0-2 V en un Biorad Gene Pulser™ (Biorad, Hercules, CA, EE.UU.).
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Después de una incubacion de 10 minutos en hielo, las células se diluyeron a 24 ml en RPMI-1640 que contenia
10% de suero de ternera fetal (FC) (Gibco, Carlsbad, CA, EE.UU.), Se sembraron en placas de 24 pocillos y se
incubaron a 37°C; 48 h mas tarde, las células que contenian el vector se seleccionaron usando metotrexato 1 uM
(Calbiochem, La Jolla, CA, EE.UU.). Después de un periodo de incubacion de 2 semanas, las colonias se recogieron
en una placa nueva y se les permitié crecer hasta la confluencia. En este punto, el sobrenadante se recolecté y se
ensayd mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para detectar la presencia de IgM
humana. Las colonias positivas se seleccionaron adicionalmente en el transcurso de 2 meses con dosis crecientes
de metotrexato que variaban de 1 uM a 200 yM. De esta manera, se generaron células que producian mas de 10
pg/ml de IgM.

[0170] El primer anticuerpo recombinante construido como anteriormente no es completamente humano. Para
generar una forma completamente humana, se cotransfectaron células CHO (GibcoBRL cat n° 11619) con un vector
que codifica la cadena pesada vy ligera recombinante bajo el control de un promotor E1A y una construcciéon que
expresa la cadena J humana en pCl (Promega). Las células se seleccionaron con dosis crecientes de metotrexato
en una mezcla 50/50 de PowerCho1 e IMDM con 10% de clon cdsmico y se subclonaron los clones que produjeron
la mayor cantidad de anticuerpo medida por ELISA. Los subclones se expandieron y los viales se congelaron.
Ambas formas recombinantes de IgM12 mantienen la unién de neuronas y el caracter de eficacia in vivo de la IgM
aislada en suero, pero tienen una semivida mas corta en ratones (que puede deberse a diferencias en la
glucosilacion).

[0171] Un procedimiento similar y comparable se utilizé para construir anticuerpo HiIgM42 recombinante en el vector
comparable. La secuencia de la cadena pesada y ligera del anticuerpo IgM42 humano, con regiones variables y
constantes, se muestra en la FIGURA 6.

Ejemplo 4: Una unica dosis periférica de la funcion neurologica mejorada de rHigM12 en el modelo TMEV de
la esclerosis multiple (EM)

[0172] En vista del hecho de que rHIgM12 protegio las neuronas primarias en cultivo, y que la discapacidad en el
modelo TMEV de EM se correlaciona con la pérdida de axones (2), se uso el tratamiento de ratones infectados con
TMEV con rHIgM12 para evaluar la capacidad de ralentizar la progresion de déficits neurolégicos.

[0173] Los grupos de 5 ratones a los 90 dias después de la infeccion TMEV, el punto en el que los axones
comienzan a ser perdidos, fueron tratados con una Unica dosis de 100 pug de rHIgM12 o un control de IgM humano.
Se seleccionaron aleatoriamente cinco ratones infectados para cada grupo y los registros funcionales de
pretratamiento solian estar seguros de que la actividad inicial no era diferente entre los grupos. Se sigui6é a los
ratones como grupos durante 3 dias consecutivos durante varias semanas usando cajas de actividad (34, 35). Los
cambios en el comportamiento nocturno son medidas sensibles del déficit neuroldgico en la enfermedad mediada
por TMEV. Los cuadros de actividad son cajas de acrilico transparentes con rayos infrarrojos opuestos que crean
una cuadricula a lo largo del recinto que registra todos los movimientos horizontales y verticales. La sensibilidad del
ensayo refleja la capacidad de medir el encabritarse y la marcha. En ratones infectados con TMEV las extremidades
posteriores se vuelven rigidas y el encabritarse se reduce. Sin embargo, caminar espontaneamente sobre la jaula no
se ve tan severamente afectado. Es mas facil para los ratones con extremidades traseras rigidas caminar que
encabritarse, e incluso los ratones con enfermedad avanzada pueden ser extremadamente activos durante la noche.

[0174] Cada grupo de tratamiento se ensambld aleatoriamente y se alojé en cajas de actividad durante 72 horas
antes del tratamiento, y luego durante 72 horas cada semana después del tratamiento. Las rupturas medias del haz
por hora se calcularon para la actividad horizontal y vertical durante las 12 h desde las 18 h. hasta las 6 h durante el
periodo de analisis de 72 h. No hubo diferencias entre los grupos de tratamiento en la actividad horizontal o vertical
diurna, que tipicamente era inferior a 600 rupturas/hora mientras que dormian los ratones. Sin embargo, se registré
un aumento en la actividad horizontal nocturna espontanea en comparacion con su linea base previa al tratamiento
en el grupo tratado con rHIgM12 (P<0,01, semanas 3 a 7) (FIGURA 7). Una IgM humana de control que no se une a
las células no mejora la actividad.

[0175] En contraste con el efecto visto con suero derivado de sHIgM12, y ahora también anticuerpo recombinante
rigM12, en un estudio similar el anticuerpo sHIgM42 humano no alteré la actividad nocturna de ratones infectados
con TMEV en las mismas condiciones. Los parametros de dosificacion alternativos para sHIgM42 en el mismo
formato de ensayo producen resultados diferentes y mas positivos en la actividad nocturna.

[0176] Una posible explicacion para la mejora en la funcion es que las IgM efectivas interfieren con las cargas de
virus que dan como resultado menos enfermedad. Sin embargo, esta no parece ser la explicaciéon. Los ratones con
enfermedad crénica de TMEYV se trataron con una sola dosis de rHIgM12, sHIgM42 o IgM de control, el cerebro y la
médula espinal se cosecharon 5 semanas después y luego se midié el nivel de transcripciones genémicas de ARN
de TMEV mediante PCR con una sonda a proteina viral 2. Las transcripciones virales no fueron diferentes entre los
grupos (P<0,01) (datos no mostrados).

Ejemplo 5: Niveles de NAA en el tronco encefalico de ratones con enfermedad de la médula espinal: un
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marcador sustituto no invasivo de la preservacion del axén a lo largo de la médula espinal

[0177] NAA es un metabolito asociado con la funciéon de la neurona (36, 37). NAA es el segundo aminoacido mas
abundante en el cerebro y se restringe casi exclusivamente a las neuronas. La preservacion de los niveles de NAA
en el tallo cerebral es una medida de la salud general del axon de la médula espinal validado por nuestro grupo
utilizando el modelo de ratén TMEV (8). Cuando se dafian los axones en los niveles mas bajos de la médula espinal,
las células del tronco encefalico mueren, lo que reduce la NAA. Los niveles de NAA medidos por MRS reflejan
principalmente la densidad de neuronas. NAA se expresa en otras células neuronales, pero la expresién principal de
NAA esta en las neuronas. Los estudios del perfil MRS de células SNC purificadas indican que la amplitud de la
sefial NAA predomina en las neuronas, mientras que la amplitud de la sefial NAA de los oligodendrocitos o astrocitos
fue del 5% y 10% de la sefal neuronal, respectivamente (38).

[0178] Para evaluar adicionalmente la capacidad de sHIgM12 e IgM42 para mejorar la actividad en ratones al
preservar la funcion del axén, usamos un ensayo de formacién de imagenes no invasivo y una morfologia tradicional
para evaluar los axones de la médula espinal. El trazado retrégrado se utilizé para demostrar la disfunciéon del axén
de la médula espinal después de la desmielinizacién en la enfermedad mediada por TMEV (5). Se midié6 una
reduccion drastica de la etiqueta retrograda desde los axones del nivel toracico hasta el nucleo del tronco encefalico.
El tronco encefalico es donde residen muchos de los cuerpos celulares que proyectan tractos axoénicos largos a lo
largo de la longitud de la médula espinal. Posteriormente, se evaluaron los niveles de N-acetilo aspartato (NAA) en
el tronco encefalico mediante espectroscopia de resonancia magnética (MRS) en ratones infectados con TMEV
(FIGURA 8) usando un protocolo previamente informado (8).

[0179] Observamos una reduccion en NAA de tronco encefalico a lo largo del tiempo en ratones con enfermedad
inducida por TMEV (FIGURA 9). Los niveles de NAA se disminuyeron durante los primeros 45 dias de infeccion y
permanecieron deprimidos hasta 270 dias después de la infeccion. En ratones SJL infectados con TMEV, la
extension de las mesetas desmielinizantes de la médula espinal a los 90 dias después de la infeccion (39). Es en
este momento que la pérdida de axén es notable por la histologia en este modelo (2). Por lo tanto, NAA es una
medida sensible de la disfuncién axonal.

[0180] Después de la ultima coleccion de MRS, los axones fueron muestreados sistematicamente de 6 areas de
materia blanca de apariencia normal dentro de una seccion transversal de la médula espinal en el nivel T6. Se eligio
este nivel porque proporcionaba una representacion global de la pérdida de axones a partir de multiples lesiones
desmielinizadas distribuidas al azar en toda la médula espinal (39). Encontramos que habia 30,5% menos de axones
en 270 dias de ratones infectados con TMEV SJL en comparacién con los controles no infectados (P<0,001). Se
encontrd una correlacion positiva entre los niveles de NAA del tallo cerebral y el recuento de axones en el nivel T6
de la médula espinal (r = 0,823) (8).

Una dosis tnica de IgM humana de unién a neuronas preserva los niveles de NAA en el tallo cerebral y los axones
en la médula espinal:

[0181] Se evalud la capacidad de las IgM de unién a neuronas humanas para alterar los niveles de NAA o los
recuentos de axones en ratones infectados con TMEV. Por consiguiente, se encontré que cuando los ratones TMEV
infectados en el inicio de descenso de ax6n de médula espinal (90 dias después de la infeccion) fueron tratados con
una sola dosis de 100 pg de IgM de union a neurona sHIgM12 o sHIgM42, la densidad de axones mielinizados en la
sustancia blanca normal de la médula espinal toracica fue mayor cuando se midié 10 semanas después.

[0182] Los grupos de 10-15 ratones a los 90 dias después de la infeccién se trataron con una uUnica dosis de 100 pg
de sHIgM12, sHIgM42, controlan IgM humano o solucién salina (Figura 10). Antes del tratamiento y a las 5y 10
semanas después, cada raton se coloco en un iman de calibre pequefio y se recogid MRS en el tronco encefalico. A
las 10 semanas, se mataron los ratones, se recogieron las médulas espinales, se incrusto el plastico y se cortaron
secciones transversales en el nivel T6 tefiido con parafenilamindiamina para visualizar las vainas de mielina, se
recogieron 6 imagenes por seccion que abarcan 400,000 uM de apariencia normal de la materia blanca y se
contaron automaticamente los axones. En los grupos tratados con cualquiera de las dos IgM de union a neuronas
(sHIgM12, sHIgM42), los niveles de NAA se incrementaron a las 5 y 10 semanas mas tarde en comparacion con los
niveles de pretratamiento. Los ratones tratados con IgM de control mostraron una tendencia inferior y los ratones
tratados con solucion salina se mantuvieron constantes.

[0183] Los niveles de NAA de los grupos tratados con sHIgM12 y sHIgM42 se incrementaron a 9,13 y 9,3 mM,
respectivamente, cada uno de los cuales estaba muy por debajo de los niveles de 12,0 mM de ratones no
infectados. Cuando los axones en el nivel T6 se compararon entre los grupos de tratamiento (TABLA 2), los ratones
tratados con sHIgM12 o sHIgM42 contenian mas axones que el grupo tratado con solucion salina (17.303 y 17.771
axones en comparacion con 15,198 axones, P=0,008 y P <0,001), pero menos que el niumero de axones contados
en ratones no infectados (21.284 axones).

[0184] Estos resultados indicaron que cada uno de los anticuerpos sHIgM12 y rHIgM12 mejoraba la funcion por
preservacion de axones, como se evidencia en el modelo TMEV. Aunque el anticuerpo sHIgM42 conserva los
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axones en el modelo TMEV, no se observaron cambios demostrables en la evaluacion de la actividad nocturna en la
prueba inicial. Tras los estudios de rango de dosis, se encuentra que sHIgM42 también logra una mayor actividad en
la prueba de actividad nocturna.

[0185] El uso de MRS de tronco cerebral para evaluar el estado del axén en modelos de raton de la enfermedad de
la médula espinal valida ain mas la presente invencién; en consecuencia, NAA en el tallo cerebral sirve como un
punto final excelente para el uso de ensayos clinicos de estos anticuerpos humanos.

[0186] Los ratones tratados con sHIgM42 y sHIgM12 con niveles mejorados de NAA también contenian mas axones
en la médula espinal media toracica. Grupos de 10-15 ratones SJL infectados con TMEV fueron tratados con una
Unica dosis de 100 pg de rHIgM22, sHIgM42, sHIgM12, controlar sHIgM39 y solucién salina a los 90 dias después
de la infeccion. Diez semanas después del tratamiento, se extrajeron los cordones espinales y se tifid una seccion
toracica media con PPD para visualizar la mielina. Seis areas que abarcan 400,000 pM? de la materia blanca se
muestrearon de cada raton y el nUmero de axones mielinizados contado (1). El promedio del niumero absoluto de
axones mielinizados por T6 de seccion transversal + SEM se enumera en la Tabla 2.

TABLA 2

Tratamiento con IgM de union a neuronas preserva los recuentos de axones en la médula espinal
Tratamiento Numero promedio de axones T6 Comparar

sHIgM42 17.771 + 436 p<0,001

SHIgM12 17.303 + 505 p=0,008
Control IgM 15.508 + 627 ]

Ratones no infectados 21.284 + 829 _

Ejemplo 6: IgM de unién a neuronas preservan axones sin promover la remielinizacion

[0187] Se han identificado varias IgM humanas (por ejemplo, sHIgM22 y sHIgM46) que se unen a oligodendrocitos y
promover la remielinizacion (22, 40, 41). Como se muestra a continuacion, las IgM vinculantes de neuronas mejoran
el numero y la funcion de las neuronas sin una remielinizacion obvia. Sin estar limitados por la teoria, se entiende
que el mecanismo de accién se debe a la activacion directa de los axones (proteccion, extension de neuritas) y/o al
activar el sistema inmune innato o adaptativo para secretar factores que protegen a las neuronas. Los resultados
presentados anteriormente demuestran claramente que los anticuerpos tienen un efecto directo sobre los
axones/neuronas. Dentro de las mismas médulas espinales en las que se midi6 la preservacion y/o el crecimiento
del axon mediado por sHIgM12 y sHIgM42, la desmielinizacion general, la remielinizacion y la inflamacion no fueron
diferentes entre los grupos de tratamiento (FIGURA 11).

[0188] Estos atributos se cuantificaron clasificando los cuadrantes de 10 secciones transversales de médula espinal
(6) que representan muestras a lo largo de la longitud de la médula espinal. El grupo tratado con rHIgM22 (control
positivo) mostré el aumento esperado en la remielinizacién, mientras que los ratones tratados con sHIgM12 y
sHIgM42 contenian poca remielinizacion de la médula espinal. En consecuencia, los déficits neurolégicos en el
modelo TMEV se mejoraron (por ejemplo, IgM12) sin el requisito de remielinizacion significativa; ademas, la
remielinizacidon no es necesaria para la conservacion del axén y/o el rebrote dentro del marco de tiempo examinado.

Ejemplo 7: Vida media en suero de rHIgM12 (con cadena J humana) y sHigM42

[0189] Para determinar la vida media de las IgM humanas, rHIgM12 (con la cadena J humana) y sHIigM42, 100 ug
de rHIgM12 que contiene la cadena J humana o 100 yg sHIgM42 en 200 pl de solucién salina se inyecté en las
venas de la cola de ratones normales CD-1 (FIGURA 12). A intervalos definidos (15 minutos, 1, 4, 8, 24, 48 horas),
se recogi6 sangre de grupos de 3 ratones mediante puncion cardiaca. El suero se recogio y se analizé la presencia
de cadena mu de IgM humana usando un ELISA de tipo sandwich.

[0190] Para rHIgM12, la vida media entre la primera recogida a los 15 min y la recogida a las 8 h fue de 3,8 h. Para
sHIgM42, la vida media entre la primera recoleccion a los 15 min y la recoleccion a las 24 h fue de 20,5 h. Estos
valores abarcan la vida media del rHIgM22 promotor de remielinizacién que tiene una vida media en ratones de 15 h
(29) y en conejos de 90 h. La vida media se calculd utilizando las formulas keiim = (In (Cpico)-IN (Cbajo))/tintervao Y t12 =
0.693/Keiim.

Ejemplo 8: IgM humanas monoclonales radiomarcadas atraviesan la barrera cerebral sanguinea
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[0191] Se ha aceptado a menudo que las IgM con un peso molecular cercano a 1 millén pueden ser demasiado
grandes para cruzar la barrera hematoencefalica (BBB) de la circulacion y de ese modo entrar en el SNC (42, 43).
Sin embargo, hay cierta evidencia de que algunas IgM cruzan el BBB.

[0192] La distribucion tisular de rHIgM12 etiquetada con 3°S se midié en ratones normales y SJL infectados con
TMEV (FIGURA 13). Se administraron 50 ug de rHIgM12 (1 x 107 cpm). Los ratones se perfundieron con solucion
salina 4 o 24 horas después, los tejidos se recogieron de forma aguda, se trituraron y se disolvieron en fluido de
centelleo. El cerebro y la médula espinal de ratones no infectados contenian radiomarca en ambos puntos de
tiempo. El SNC de ratones infectados con TMEV contenia el doble de radiomarcador en el punto de tiempo de 4
horas que los ratones no infectados; esto aumenté a 4x por 24 horas.

[0193] También se encontré que rHIgM12 (tanto con y sin cadena J humana) y sHIgM42 son capaces de cruzar la
BBB en ratones normales y SAMP8, que modelan la enfermedad de Alzheimer. En consecuencia, las IgM humanas
marcadas con '?| se inyectan por via i.v. y los cerebros se recogen dos horas después. Cada uno de estos
anticuerpos se acumula en los cerebros de ratones normales y enfermos. Estos anticuerpos también revierten el
deterioro cognitivo en el modelo murino de la enfermedad de Alzheimer ya sea que la IgM se administre por
inyeccion intracerebral o i.v.

Ejemplo 9: IgM de union a neurona humana administradas por via intraperitoneal que entran en lesiones de
médula espinal desmielinizada y se localizan en axones positivos de neurofilamentos

[0194] El estudio de la IgM de raton de promocion de remielinizacion marcada isotopicamente, SCH94.03, por
Hunter (44) utilizaron autorradiografia para demostrar radiomarcador localizado in vivo en la médula espinal de
ratones infectados con TMEV, especificamente a las células que fueron identificadas ultraestructuralmente como
oligodendrocitos. Se han realizado estudios de autorradiografia similares con 35S rHIgM12. Mediante el uso de la
inmunocitoquimica tradicional, hemos detectado neuronas que se unen a IgM humanas en lesiones de la médula
espinal (FIGURA 14).

[0195] Por consiguiente, se administraron 1,0 mg de rHIgM12 (con cadena J humana), sHIgM42 o una IgM humana
de control comercial (Jackson Immuno Research) por via intraperitoneal a ratones infectados con TMEV con
desmielinizacién crénica. Cuatro horas mas tarde, los ratones se perfundieron con paraformaldehido, las médulas
espinales se seccionaron longitudinalmente y se inmunotifieron para detectar la presencia de la cadena mu de IgM
humana. En ratones que recibieron rHIgM12 o sHIgM42, la cadena mu humana se localizé en lesiones
desmielinizadas en tramos paralelos, sugiriendo fibras axénicas. La IgM humana de control no se encontré dentro de
las lesiones ni en el corddn no lesionado. Por lo tanto, estaba claro que las IgM humanas que se unen a las
neuronas rHIgM12 o sHIgM42 cruzan la BBB en ratones infectados con TMEV.

[0196] Las secciones de la médula espinal adyacentes se inmunomarcaron entonces con Abs de anti-neurofilamento
(NF) (SMI-32 y 34, Sternberger) seguido de cadena Mu anti-mu de F-ABS humana fluorescente y anti-TRITC de
raton. La microscopia confocal demostré que rHIgM12 y sHIgM42 se co-localizaron con axones NF+ dentro de las
lesiones, en pistas paralelas de fibras y como haces de fibras de axones cortados en el extremo (FIGURA 15).

Ejemplo 10: rHIgM12 o sHIgM42 no exacerban la EAE inducida por péptido MOG cuando se administra al
inicio de la enfermedad

[0197] Para abordar las preocupaciones de que la administracion de IgM de union del SNC autorreactivo a animales
con autoinmunidad activa pueda exacerbar la enfermedad, los efectos de rHIgM12 y sHIgM42 se ensayaron en
ratones con EAE. Grupos de 10 ratones de C57BL6 con EAE inducida por el péptido de MOG (200 pg) se les
administrd6 una sola dosis de 100 pug de rHIgM12, sHIgM42, controlan IgM humana o solucion salina por via
intravenosa. Se trataron ratones individuales en el momento en que su puntuacion clinica alcanzé 1 (cola inerte). Los
ratones fueron seguidos por un investigador ciego a los grupos de tratamiento que registraron los pesos y las
puntuaciones clinicas clasificadas cada dos dias hasta que los ratones llegaron a los 28 dias después de la
inmunizacion o estaban moribundos.

[0198] No hubo diferencias entre los grupos de tratamiento en los pesos, o puntuaciones clinicas medias (FIGURA
16, P=0,14). Ademas, 10 secciones transversales de la médula espinal que abarcan toda la médula espinal de cada
raton se clasificaron a ciegas por la presencia de inflamacion meningea y desmielinizacion en cada cuadrante de la
médula espinal (6). No hubo diferencias en el porcentaje de cuadrantes con inflamacién meningea (P=0,825) o
desmielinizacion (P=0,766) en todos los grupos de tratamiento (FIGURA 17). Por lo tanto, se encontré que una sola
dosis de neuronas que se unen a IgM humanas que son eficaces para proteger axones en el modelo TMEV no
empeora los déficits clinicos de EAE, acelera la progresion del déficit o aumenta la patologia de la médula espinal.
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Ejemplo 11: Anticuerpo rHigM12 de IgM humana promueve la formacidon de axones e interactua con balsas
lipidicas para dirigirse a microtubulos

[0200] El anticuerpo sHIgM12 promovié el crecimiento de neuritas en neuronas de granulos cerebelosos cultivadas
primarias. En el presente ejemplo, se encontré que el uso de neuronas hipocampales primarias completamente
humanas (rHIgM12 que tiene una cadena J humana) estimula la formacién de axones. rHIgM12 se une a las
membranas neuronales e induce el agrupamiento de colesterol y gangliésido GM1.

[0201] Ademas, el rHIgM12 unido a la membrana se distribuye en dos conjuntos, uno asociado con dominios de
balsa lipidica, y el otro con el sedimento insoluble en detergente enriquecido en el citoesqueleto. Los agregados de
rHIgM12 se colocalizan sobre micro-tibulos, pero no sobre actina filamentosa después de la extraccion del
detergente. Los estudios de coinmunoprecipitacion demostraron que rHIgM12 y B3-tubulina existen en un complejo.
Estos resultados indican que rHIgM12 especifica la formacion de axones mediante el agrupamiento de dominios de
membrana para sefializar el citoesqueleto de microtubulos.

[0202] Las neuronas desarrollan axones a través de la regulacion del crecimiento de neuritas (Barnes y Polleux, 200
9). El citoesqueleto de neuronas, que incluye actina filamentosa (actina F) y microtibulos, desempefia un papel
crucial en el crecimiento de neuritas y en la identificacion del cono de crecimiento.

[0203] Anticuerpo derivado de suero puede no ser adecuado para los estudios de mayor escala, en particular si no
se puede producir en cantidad y debe estar aislado para cada uso del paciente que produce el anticuerpo, la
generacion de una forma recombinante que demuestra actividad comparable y la capacidad es ventajosa. El
presente estudio demostrd que el anticuerpo IgM12 recombinante y completamente humano (rHIgM12) promovié la
formacion de axones y, por lo tanto, condujo a la polarizacién neuronal en neuronas cultivadas del hipocampo. El
rHIgM12 agrupa los dominios de la membrana neuronal que contienen colesterol y ganglidsido GM1.

[0204] EI fraccionamiento en gradiente de densidad de sacarosa indico que el rHIgM12 unido a la membrana
neuronal se segrega en dos conjuntos, uno asociado con la fraccion mas ligera resistente a los detergentes que
contiene caveolina-1, y el otro con el sedimento enriquecido con citoesqueleto. La extraccion de detergente de las
neuronas vivas demostré que rHIgM12 se asocia con micro-tabulos. rHIgM12 también se coinmunoprecipité con p3-
tubulina. Tomados en conjunto, se entiende que rHIgM12 se une a dominios de membrana asociados con
microtubulos. Cuando estd presente como un sustrato en una superficie, rHIgM12 promueve el anclaje de
microtubulos en las membranas neuronales, facilitando el crecimiento de neuritas y la formacion de axones.

[0205] /gM 12 humana recombinante (rHIgM12): rHIgM12 se expresé en células CHO (GibcoBRL, cat n® 11619). Los
plasmidos que expresan las secuencias que codifican la cadena pesada y ligera para el anticuerpo predominante
expresado en el suero del paciente 12 de macroglobulinemia de Waldenstrom se transfectaron junto con un transgen
de la cadena J humana en células CHO-S. Las células CHO resultantes se seleccionaron con dosis crecientes de
metotrexato y se subcloné y expandié un clon estable que producia el anticuerpo medido por ELISA. El anticuerpo
rHIgM12 del sobrenadante del cultivo se purificé por cromatografia al 97% segun se midié por analisis de HPLC.

[0206] Ensayo de cultivo celular y crecimiento de neuritas. Las neuronas hipocampales primarias se prepararon a
partir de ratones FVB. Las neuronas del hipocampo del dia 15 embrionario se disociaron en tripsina-EDTA, se
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plaquearon en poli-D-lisina (PDL), PDL con sustratos de laminina o rHIgM12 recubiertos con una fina capa de
membrana de nitrocelulosa unida a cubreobjetos de vidrio y se cultivaron en medios neurobasales que contenian 2
% (v/v) de B27. El crecimiento de neurita se analiz6 12 horas después de sembrar las neuronas. Las neuronas se
fijaron con paraformaldehido al 4% y se tifieron con anticuerpo anti § 3-tubulina. La actina filamentosa (F-actina) se
marco con faloidina de Texas-Red y nucleos con DAPI. La longitud de neurita se midié utilizando el software Neuron
J, se proces6 con Excel (Microsoft) y se analizé estadisticamente con Prism (GraphPad). Una neurona de Etapa 3
se defini6 como una neurona con multiples neuritas en la que la neurita mas larga (Dotti et al., 1988), determinada
como un axén mediante tinciéon de Tau1, era al menos dos veces la longitud de la segunda neurita mas larga. Tau1
estaba asimétricamente enriquecido en la parte distal del axén. Por el contrario, las neuronas en etapa 2 tenian
multiples neuritas simétricas.

[0207] Inmunotincién, inmunoprecipitacion y fraccionamiento en gradiente de densidad de sacarosa de neuronas
cultivadas primarias: neuronas del hipocampo cultivadas de uno a tres dias in vitro (DIV) se permeabilizaron con
0,2% de Triton X-100 después de la fijacion con 4% de paraformaldehido seguido de inmunotincién. Las imagenes
se recogieron usando un microscopio vertical Olympus y se procesaron utilizando Photoshop (Adobe). La
distribucion de rHIgM12 se determind por ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa no continuo. Brevemente, se
permitid que rHIgM12 se uniera a neuronas corticales DIV7 vivas a 4°C durante 30 min y luego se lis6 en tampon de
lisis helado (50 mM Tris.HCI, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, Triton X-100 al 1% y cdctel inhibidor de proteasa)
durante 30 min. Los lisados neuronales se mezclaron con un volumen igual de sacarosa al 100% (p/v). La mezcla se
transfirié a un tubo de centrifuga y se superpusieron secuencialmente 8 ml de sacarosa al 35% y 3,5 ml de sacarosa
al 5%. Después de la centrifugacion a 2x10° g durante 20 h a 4°C, se recogieron seis fracciones (2 ml de cada una)
de la parte superior del gradiente. Cada fraccién y el sedimento se disolvieron en tampon de muestra SDS y se
sometieron a transferencia Western.

[0208] Para coinmunoprecipitacion de rHIgM12 con proteina del citoesqueleto, las neuronas corticales vivas DIV7 se
trataron con rHIgM12 a 4°C durante 30 min y se lisaron en tampon de lisis que contenia 0,5% de NP-40. rHIgM12
fue capturado por perlas de proteina L-agarosa y B3-tubulina por proteina G-resina (Thermo). Para el doble
etiquetado, las neuronas vivas se tifieron con rHIgM12 en hielo y se permeabilizaron con 0,2% de Triton X-100
después de la fijacion. La extraccion neuronal viva y fijacion se llevd a cabo en tampdn que contenia 60 mM de
Pipes, 25 mM de Hepes, 5 mM de EGTA, 1 mM de MgCl,, 4% de paraformaldehido y 0,1% de Triton X-100.

[0209] Anticuerpos y otros reactivos en este ejemplo: Anti-33-tubulina (Promega); anti-actina, EDTA, poli-D-lisina,
metilo-B-ciclodextrina y filipina (Sigma); receptor anti-Taul, anti-caveolina-1 y anti-transferrina (Millipore); Texas Red-
faloidina, toxina de colera B, medio neurobasal y B27 (Invitrogen); tableta inhibidora de la proteasa (Roche).

IgM humana recombinante, rHIgM12, formacién de axén potenciada:

[0210] Para comprender mejor el efecto de la IgM en la diferenciacion de neuronas y los mecanismos moleculares
subyacentes, los ensayos de desarrollo de neuritas se llevaron a cabo con las neuronas del hipocampo en cultivo
utilizando un rHIgM12 recombinante. Las neuronas hipopodpicas experimentan tres etapas de diferenciacion para
formar un axon (Dotti et al., 1988). Mdltiples procesos se inician desde el cuerpo celular. Una de las neuritas de
crecimiento rapido se diferencia en el axoén, las otras en dendritas mas tarde, que se pueden identificar por la
distribucion diferencial de Tau1 y MAP2 respectivamente (Lewis et al., 1989; (Kanai e Hirokawa, 1995). Encontramos
que rHIgM12, cuando se presenta como un sustrato, promueve la diferenciacion de las neuronas. A las 12 horas de
la siembra, las neuronas del hipocampo que crecen en rHIgM12 desarrollan multiples neuritas, una de ellas es
mucho mas larga en comparacion con las neuritas vecinas. Por el contrario, las neuronas plateadas en poli-D-lisina
(PDL) tenian multiples neuritas simétricas (FIGURA 18A, B).

[0211] Después de medir la longitud de neurita, encontramos que las neuronas plateadas en rHIgM12 (n = 86) en
comparacion con PDL (n = 74) tenian una longitud de neurita total significativamente mas larga (195,8 uM frente a
150,7 puM, P=0,0056) (FIGURA 18C). La longitud mas larga de neuritas se duplicé (117,1 uM vs. 51,8 uM, p
<0,0001) (FIGURA 18D), pero no se encontré diferencia significativa en la segunda longitud de neurita mas larga
(38,7 uM vs. 33,3 uM, P=0,0782) (FIGURA 18E). Las neuronas que crecen en rHIgM12 tienen menos neuritas
primarias (2,9 vs. 4,1, p <0,0001) (FIGURA 18F), y la mayoria de ellas son de fenotipo de neurona en etapa 3 (72%
en rHIgM12 vs. 18% en PDL) (FIGURA 18G). Estos resultados indicaron que rHIgM12 promovi6 la diferenciacion
neuronal cuando se presentd como un sustrato.

[0212] El rasgo caracteristico de la diferenciacion neuronal es el crecimiento del axén polarizado y la segregacion de
las dendritas. Observamos que rHIgM12 promovid la extensién de neuritas, con una neurita significativamente mas
larga. Para verificar adicionalmente que estas neuritas mas largas de las neuronas de la etapa 3 se convirtieron en
axones, las neuronas del hipocampo depositadas en diferentes sustratos se tifieron con anticuerpos anti-taul y
MAP2 (FIGURA 19). La tincién de Tau1 fue débil en neuronas cultivadas en PDL (FIGURA 19A, D), pero mucho mas
fuerte en neuronas chapadas en PDL-laminina (FIGURA 19B, E) o rHIgM12 (FIGURA 19C, F). La laminina es un
sustrato clasico para la diferenciacion de neuronas y la formacién de axones (Chen et al., 2009) y se us6 como
control positivo.
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[0213] La comparacion de la intensidad tau1 de las neuronas cultivadas en PDL (FIGURA 19D), la distribucion de
tau1 se enriquecid asimétricamente en la parte distal de la neurita mas larga y mucho mayor en las neuronas se
sembraron en PDL-laminina (FIGURA 19E) o rHIgM12 (FIGURA 19F). Por el contrario, MAP2 tefiia la parte proximal
de todas las neuritas (FIGURA 19A2-C2). Este resultado indicé que las neuritas mas largas de las neuronas en
etapa 3 cultivadas tanto en rHIgM12 como en laminina eran axones. Estos estudios demuestran que rHIigM12
soporta el crecimiento de neuritas a partir de multiples tipos de neuronas, y que rHIgM12 conduce a la formacion de
axones.

Agrupacién de Microdominios de Membrana Neuronal Inducida por rHIgM12

[0214] Las neuronas del hipocampo que crecen en rHIgM12 como sustrato mostraron diferenciacion potenciada
(Figuras 18 y 19). Sin embargo, no observamos que rHIgM12 indujo el crecimiento de neuritas cuando se aplico
rHIgM12 a los medios de bafio (datos no mostrados). Esta observacion sugiere que rHIgM12, para ejercer su
funcién, se requiere que se presente como una molécula de matriz extracelular. Para comprender mejor las
interacciones de la membrana neuronal rHIgM12, las neuronas vivas se trataron primero con rHIgM12, luego se
fijaron y tifieron dos veces con filipina o toxina de célera B (CTB), que se unen al colesterol o al gangliésido, GM1
respectivamente (Shogomori y Futerman, 2001). Las superficies celulares rHIgM12, CTB vy filipina marcadas
uniformemente de las neuronas de control no tratadas (FIGURA 20A). Por el contrario, el tratamiento con rHIgM12 a
37°C indujo la reorganizacion de membranas neuronales 30 min (FIGURA 20B, C). En primer lugar, rHIgM12 se
agregan en estructuras parecidas a "parches" (FIGURA 20B1, C1) en la membrana, que no se observaron en
neuronas no tratadas (FIGURA 20A) o neuronas tratadas con un anticuerpo IgM de control que no se une a la
membrana neuronal (datos no mostrados). En segundo lugar, se formaron grupos de colesterol (FIGURA 20B2) y
GM1 (FIGURA 20C2) en las membranas neuronales en el cuerpo de la célula, el eje de la neurita y el cono de
crecimiento. En tercer lugar, el rHIgM12 agregado se colocaliz6 con colesterol agrupado (FIGURA 20B3) o GM1
(FIGURA 20C3), especialmente en el dominio central del cono de crecimiento (FIGURA 20B-C, gran aumento), pero
no en la periferia del cono de crecimiento. Estos resultados indicaron que el rHIgM12 aplicado en el bafio indujo la
reorganizacion de la membrana neuronal, a pesar de que no es compatible con la extension neurita/axon. Es posible
que rHIgM12, cuando se presenta como un sustrato, pueda reclutar moléculas de membrana para sitios de contacto
con la membrana neuronal rHIgM12 y dar como resultado la sefializacion direccional.

Balsas lipidicas unidas a rHIgM12

[0215] Los estudios bioquimicos sobre la base de la extracciéon con detergente no iénico en condiciones de frio se
han utilizado para demostrar la existencia de balsas de lipidos que contienen colesterol y glicoesfingolipidos (Chichili
y Rodgers, 2009). Sin embargo, hay informacion morfoldgica limitada sobre las balsas lipidicas porque el tamafio de
la nanoescala esta mas alla de la resolucion del microscopio 6ptico (Lingwood y Simons, 2010). La observacion de
que rHIgM12 induce el agrupamiento de la membrana y se colocaliza con dominios de membrana que contienen
colesterol y GM1 (FIGURA 20) planteé la posibilidad de que rHIgM12 se asocie con dominios de balsa lipidica.

[0216] Puesto que las membranas neuronales estan enriquecidas en colesterol y glicoesfingolipidos, que tienen
temperaturas de fusién mas altas (Tm) (Samsonov et al., 2001), la disminucion de la temperatura de la membrana
por debajo de Tm puede facilitar la visualizacion de balsas de lipidos y sus moléculas asociadas que son mas
dinamicas a 37°C. Para poner a prueba esta hipétesis, las neuronas vivas se enfriaron a 4°C, seguido de tinciéon con
rHIgM12. En contraste con las neuronas fijadas a 37°C donde rHIgM12 se unia uniformemente (FIGURA 21A), a
4°C, rHIgM12 marcé estructuras punteadas mucho mas grandes. Ademas, los conos de crecimiento neuronal se
encogieron (FIGURA 21B).

[0217] Aprovechamos el hecho de que las balsas lipidicas son dominios de membrana dependientes del colesterol y
que la reduccion del colesterol altera su estructura (Chichili y Rodgers, 2009). Las neuronas del hipocampo
cultivadas se trataron primero con metilo-B-ciclodextrina (MBCD) para agotar colesterol (Ko et al., 2005) y después
se enfrid a 4°C, seguido por tincién de rHIgM12 y CTB después de la fijacion. rHIgM12 se unié a las estructuras
punteadas en las membranas neuronales después del agotamiento del colesterol, y se colocalizé con GM1 marcado
con CTB (FIGURA 21C). Debido a que GM1 reside dentro de microdominios de balsa lipidica y rHIgM12 induce la
agrupacion de GM1 (FIGURA 20), concluimos que rHIgM12 se une a microdominios que contienen GM1, que son
independientes del colesterol de la membrana neuronal. Estos experimentos confirmaron que las balsas lipidicas
existen como estructuras morfolégicas distintas, que se insertan uniformemente en las membranas (FIGURA 20A y
FIGURA 21A) o se agregan para formar dominios mas grandes (FIGURA 20B y C, FIGURA 21B y C). Estos
resultados indican que rHIgM12 se une a la(s) molécula(s) que circulan entre los dominios de balsas y no balsas
dependiendo de las interacciones biofisicas con otras moléculas.

[0218] Ademas, ensayamos la hipotesis de que rHIgM12 se une a balsas lipidicas. Debido a que las balsas lipidicas
se localizan dentro de las membranas resistentes a los detergentes no iénicos (DRM) a temperatura fria (Samsonov
et al., 2001), se analiz6 la localizacién de rHIgM12 en lisados de neuronas corticales preparados a 4°C. La
transferencia de los lisados neuronales con anticuerpo IgM secundario antihumano reveld que se encontré rHigM12
unido a la membrana tanto en el sedimento como en el sobrenadante, mientras que el anticuerpo IgM de control no
vinculante a la neurona se encontrd solamente en los eluatos de lavado (FIGURA 22A). Estas observaciones
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indicaron que rHIgM12 se segregdé en dos grupos, uno localizado en la fraccion soluble en detergente en el
sobrenadante y el otro asociado con la pastilla "insoluble en detergente".

[0219] En un segundo experimento, las neuronas corticales se marcaron primero con rHIgM12, luego se
fraccionaron por gradiente de densidad de sacarosa a 4°C. La transferencia de diferentes fracciones indicd que
rHIgM12 se localizaba en la fraccion mas clara que también contenia caveolina-1, un marcador de balsa lipidica,
pero no a la fraccién no balsa enriquecida con receptor de transferrina (FIGURA 22B). Sin embargo, incluso en este
estricto proceso de fraccionamiento (1% de Triton X-100 y ultracentrifugacion a 2x105 g), se detect6 algo de
rHIgM12 en el sedimento, que contiene principalmente citoesqueleto insoluble en detergente (FIGURA 22B). Aunque
tanto la tubulina (Sorice et al., 2009) como la actina (Levitan y Gooch, 2007) estan presentes en las balsas lipidicas,
solo se detectd B3-tubulina en la balsa y la mayoria de la actina se dirigio a la fraccion sin balsas (FIGURA 22B).
Estos datos indicaron la existencia de dos grupos de rHIgM12 unidos a la membrana, uno presente en la balsa
lipidica, y el otro en la pastilla.

rHIgM12 asociado con microtubulos

[0220] Nuestros datos mostraron que el rHIgM12 agregado se localizaba en las regiones tales como el cuerpo
celular, el eje de neurita y el dominio central del cono de crecimiento (FIGURA 20), que estan dominados por
microtubulos (Forscher y Smith, 1988). Juntos, con el hecho de que rHIgM12 unido a la membrana segregado en la
balsa lipidica y las fracciones de pastillas, que contenian B3-tubulina (FIGURA 22B), estos hallazgos sugirieron que
rHIgM12 puede estar asociado con componente(s) del citoesqueleto. Para ensayar esta hipotesis, las neuronas del
hipocampo se trataron con rHIgM12 para inducir la reordenacion de la membrana, luego se fijaron y se extrajeron a
37°C con 4% de paraformaldehido que contiene 0,1% de Triton X-100. Después de la extraccion, la membrana
insoluble en el detergente marcada con rHIgM12 se alinea con fasciculos de microtubulos agrupados en el eje de la
neurita (FIGURA 23A2). En el cono de crecimiento, rHIgM12 se localiza principalmente en el dominio central
ocupado por microtubos defasciculados, pero no en la periferia del cono de crecimiento enriquecido en actina F
(FIGURA 23A3 y A4). Estos resultados indicaron que rHIgM12 puede asociarse con microtubulos.

[0221] Se encontré que rHIgM12 se colocalizé6 con GM1 (FIGURA 21C). Se demostré que GM1 estaba anclado por
la membrana de tubulina en las neuronas del granulo cerebeloso, y fue arrastrado por un anticuerpo anti-tubulina
después de la reticulacion (Palestini et al., 2000). Por lo tanto, es probable que rHIgM12 se asocie con
microdominios de membrana que contienen tubulina. Para ensayar mas esta hipdtesis, los experimentos
desplegables modificados se llevaron a cabo con lisados celulares de neuronas corticales vivas tratadas con
rHIgM12 a 4°C. Encontramos que tanto rHIgM12 como 33-tubulina se coinmunoprecipitan entre si (FIGURA 23B), lo
que sugiere que rHIgM12 y 33-tubulina existen como un complejo. La molécula IgM tiene una estructura pentamera
con un peso molecular de aproximadamente 900 kDa. Para descartar la posibilidad de que rHIgM12 se asocie con
tubulina o microtubulos directamente en lisados neuronales, se llevaron a cabo ensayos de traccion con células de
neuroblastoma N2A que no se unen a rHIgM12, pero que expresan 3-tubulina (FIGURA 25A). rHIgM12 no se
asocio con B3-tubulina ni se preparé en el sedimento. Solo se detectd en los sobrenadantes de los lisados de células
de neuroblastoma N2A (FIGURA 25B). En conjunto, estos resultados confirmaron que las balsas lipidicas median la
asociacion entre rHIgM12, su antigeno y microtubulos.

[0222] Los datos en el presente documento demostraron que una IgM recombinante totalmente humano, rHIgM12,
condujo polarizacién neurona mediante la promocién de axén en neuronas del hipocampo de cultivo primario cuando
se presenta como un sustrato (Figura 18 y 19). El rHIgM12 se acumulé en las superficies de las neuronas e indujo el
agrupamiento de colesterol y gangliésido, GM1 (FIGURA 20). rHIgM12 colocalizado con GM1 (FIGURA 21). El
fraccionamiento en gradiente de sacarosa de los lisados neuronales indicé que el rHIgM12 unido a la membrana se
segregod en dos grupos: uno asociado con las balsas lipidicas y el otro con el sedimento (FIGURA 22). Mediante la
extraccion de neuronas vivas con detergente no iénico, mostramos ademas que el rHIgM12 unido a la membrana se
co-localizaba con microtubulos y se inmunoprecipitaba conjuntamente con $3-tubulina (FIGURA 23).

[0223] Lo anterior indica que rHIgM12 se une e interactiia con microdominios de balsa lipidica, y ademas indica que
los dominios de balsa asociados a rHIgM12 transportan sefializacion a microtibulos. Como resultado, rHIgM12
media la estabilizacion de microtubulos, que impulsa el crecimiento del axon.

[0224] Este ejemplo demostré6 que rHIgM12 promueve selectivamente axén de las neuronas del hipocampo
primarias (Figura 18 y 19).

[0225] Recientemente, se demostré que los sueros de origen humano IgM, sHIgM12, mejoraron la funcion
neuroldgica de un modelo animal de la esclerosis multiple que desarrolla una amplia degeneracion axonal y pérdida
(Rodriguez et al., 2009). Estos estudios apoyan el concepto de que HIgM12 ejerce su funcion al fomentar el
crecimiento del axon.

[0226] Las neuronas especifican axones a través de un programa intrinseco controlado que regula la extension de

neuritas. Una neurona en desarrollo inicia multiples neuritas. Una de las neuritas se diferencia en el axén, las otras
dendritas. Las neuritas vecinas compiten entre si. La neurita mas larga, que también es la que tiene la velocidad de
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extension mas rapida, primero rompe la extension de neurita simétrica para convertirse en un axén, mientras que las
otras neuritas se extienden mucho mas lentamente y se convierten mas tarde en dendritas (Dotti y cols., 1988;
Goslin y Banker, 1989). La F-actina y los microtubulos son los dos principales citoesqueletos que participan en la
extension de neuritas y la formacion de axones. Nuestra comprension de la especificacion de axones ha estado
evolucionando. La F-actina, que se localiza principalmente en la periferia del cono de crecimiento, se consideré que
desempefaba un papel importante. Se penso que los microtubulos, que dominan el eje neuritico y estan confinados
al dominio central del cono de crecimiento, eran secundarios a la F-actina. Recientemente, se descubrid que los
microtubulos también juegan un papel critico en el crecimiento axoénico. Los microtubulos son capaces de explorar
dinamicamente la malla de actina del cono de crecimiento. La estabilizacion de microtibulos es suficiente para
inducir la formacion de axones (Witte y Bradke, 2008).

[0227] Nuestros resultados, que rHIgM12 y 3-tubulina se coinmunoprecipitaron, que rHIgM12 se colocalizdé con
microtubulos y que rHIgM12 estaba presente en el sedimento después de la extraccion del detergente, no solo
soportan microtubulos como un jugador central. Ademas, estos datos proporcionaron la primera evidencia en la
técnica de que los microtubulos interactian directamente con las membranas neuronales. Estos hallazgos apoyan el
concepto de que rHIgM12 interactia o se une a una cascada transmembrana que transmite sefial extracelular a los
microtubulos. La propiedad dinamica de los microtubulos para crecer y retraerse, por ejemplo en los conos de
crecimiento, les permite impulsar el movimiento de la membrana neuronal (Dent y Kalil, 2001). Los microtubulos
estabilizados anclan las membranas neuronales. La existencia de microtibulos dinamicos y estabilizados y/o la
transicion entre estos dos estados orquestan el proceso de crecimiento de neuritas para especificar un axén. De
acuerdo con esto, IgM12 potencia la extension del axéon efectuando la estabilidad de los microtubulos.

[0228] Los lipidos y las proteinas se incorporan continuamente a las membranas celulares, que luego se dividen en
microdocinas, las llamadas balsas lipidicas. Las balsas de membrana generalmente se definen como
compartimientos de membrana a escala nanométrica (10-200 nm), heterogéneos y dinamicos enriquecidos con
esterol y esfingolipidos (Lingwood y Simons).

[0229] Proponemos que rHIgM12 se una a las balsas lipidicas. Primero, observamos que rHIgM12 se agregaba a
membranas neuronales e inducia la agrupacion de colesterol o gangliésido, GM1 (FIGURA 20). Estos resultados
indican que rHIgM12 se une a los dominios de balsa lipidica que contienen colesterol y GM1. Las balsas pequefias
pueden interactuar con lipidos y/o proteinas. Las pequefias balsas individuales pueden estabilizarse y fusionarse en
plataformas mas grandes que integran sefales y regulan la intensidad y la amplitud de las vias de sefializacion. Los
anticuerpos IgM, que poseen una estructura pentamérica, pueden amplificar las sefiales mediante los antigenos
adyacentes de reticulacion (receptores) y/o acercar los antigenos lo suficientemente para mejorar la reticulacion o la
interaccion. Por lo tanto, los antigenos reticulados y las moléculas de sefalizaciéon asociadas pueden agruparse. En
segundo lugar, mostramos que rHIgM12 se unia a puntos mas grandes en las membranas neuronales cuando las
neuronas del hipocampo se enfriaban a 4°C (FIGURA 21). El colesterol y el esfingolipido tienen una alta temperatura
de fusion (Tm). El tratamiento de las neuronas a la temperatura por debajo de Tm puede disminuir la dinamica de la
membrana, lo que facilita la visualizacion de las balsas lipidicas agregadas. Junto con el hallazgo de que rHIgM12 se
colocalizé con GM1 incluso después del agotamiento del colesterol (FIGURA 21), estos resultados sugieren que
rHIgM12 se une e interactda con las moléculas de la membrana neuronal que se colocalizan con GM1. La identidad
precisa no esta clara, aunque nuestro hallazgo anterior, que el tratamiento con sialidasa de neuronas cultivadas de
granulos de cerebelo de rata abolié la unién a sHIgM12, sugirié que el epitopo unido a sHIgM12 es un carbohidrato
(Warrington et al., 2004). En tercer lugar, después del fraccionamiento de sacarosa de los lisados de neuronas, el
rHIgM12 unido a la membrana se localizé en la fraccion mas clara, que también contenia el marcador de balsa
lipidica, caveolina-1. Tomados en conjunto, nuestros resultados apoyan la hipotesis de que rHIgM12 se une a las
balsas lipidicas.

[0230] Las cascadas de sefales, desde la valva exterior de las membranas neuronales hasta el citoesqueleto
intracelular, son fundamentales para la especificacion de los axones. Los agregados de rHIgM12 se distribuyeron en
el eje neuritico y el dominio central del cono de crecimiento (FIGURA 20), que estan dominados por microtubulos,
pero no actina filamentosa (FIGURA 23). Algunos de los agregados de rHIgM12 eran insolubles en detergente y se
localizaron en haces de microtubulos fasciculados después de la extraccion del detergente (FIGURA 23A). Estas
observaciones indican la existencia de otro conjunto de moléculas unidas a rHIgM12, que pueden ser diferentes de
las que asociaban las balsas lipidicas. El estudio de fraccionamiento de sacarosa confirmé adicionalmente que
existe un conjunto de moléculas asociadas a rHIgM12 que se localizan en el sedimento insoluble en detergente
(FIGURA 22B), que puede ser el conjunto que se localizé con microtdbulos como se detectd en la FIGURA 23A.

[0231] Estos resultados demostraron que algunos de rHIgM12 se asocian con componente(s) de citoesqueleto,
posiblemente microtubos. El hallazgo de que rHIgM12, que se asocié con moléculas "solubles en detergente” en el
sobrenadante (FIGURA 22A y FIGURA 23B), se coinmunoprecipitdé con B3-tubulina (FIGURA 23B), indica que la(s)
molécula(s) unida(s) a rHIgM12 y B3-tubulina puede(n) existir como un complejo en balsas lipidicas. Sin embargo, no
es probable que rHIgM12 interactie directamente con B3-tubulina porque rHIgM12 no disminuyé B3-tubulina en
células de neuroblastoma N2A a las que rHIgM12 no se une (FIGURA 25). Por lo tanto, tanto el citoesqueleto como
el rHIgM12 asociado a la balsa lipidica se unen a moléculas que se localizan en las proximidades de la tubulina.
Este concepto se refuerza aun mas por las observaciones de que rHIgM12 se colocalizé6 con GM1 (FIGURA 21C), y
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que GM1 se baj6 por un anticuerpo de anti-tubulina después de una reaccion de entrecruzamiento (Palestini et al.,
2000).

[0232] Las moléculas unidas a rHIgM12 en los dominios de balsa de lipidos se pueden incorporar constantemente
en los citoesqueletos durante el proceso de crecimiento de las neuritas y la extensidon de axones. Esta hipotesis esta
respaldada por los hallazgos de que, en la region del cono de crecimiento, rHIgM12 se agregaba en el dominio
central (Fig. 3 y 6A), y era insoluble en detergente a 37°C (FIGURA 23A). Tomados en conjunto, se revela que
HIgM12 se une a y afecta la dinamica de las balsas lipidicas que median la sefializacion de HIgM12 a los
microtubulos.

[0233] No esta claro si la F-actina esta implicada en la sefializacion inducida por rHIgM12. Varias lineas de
evidencias indican que actina y las proteinas de unién a actina estan asociadas con las balsas lipidicas (Levit y
Gooch, 2007). Los filamentos de actina y los microtubulos interactian activamente en el movimiento celular
coordinado (Rodriguez et al., 2003) que también incluye neuronas. Por lo tanto, es probable que la actina también
desempefie un papel en la sefalizacion inducida por rHIgM12. Junto con B3-tubulina, una pequefia cantidad de
actina fue arrastrada hacia abajo por rHIgM12 (FIGURA 26B). Por lo tanto, rHIgM12 se une a balsas lipidicas que
contienen tanto actina como B3-tubulina.

[0234] Sin embargo, puntos marcados con rHIgM12 permanecieron en el mismo borde del cono de crecimiento,
mientras que las redes de F-actina se redujeron del la periferia del cono de crecimiento cuando las neuronas se
trataron a 4°C (Figura 26A). Después del fraccionamiento en gradiente de sacarosa, la actina se localizé
principalmente en la fraccion no tratada, y solo se detectd una pequeia cantidad de actina en el sedimento insoluble
en detergente (FIGURA 22B). Estas observaciones indican que la F-actina es muy dinamica y la mayoria se
despolimeriza en condiciones frias y/o mediante extraccion con detergente. Por lo tanto, la actina puede estar
involucrada en la sefializacion mediada por rHIgM12.

[0235] Concluimos que la IgM humana rHIgM12 se une y reorganiza las balsas lipidicas, y que los microtubulos son
uno de los objetivos aguas abajo. rHIgM12 promueve la extension del axén solo cuando se presenta como sustrato.
Como sustrato, rHIgM12 se inmovilizd y se restringid en su interaccién con la membrana neuronal. El rHIgM12
inmovilizado puede haber creado un gradiente de sefiales a través de las membranas neuronales como se observa
con frecuencia en la sefalizacion inducida por morfégeno (Schmitt et al., 2006). Por el contrario, la aplicacion en
bafio de rHIgM12 solo puede facilitar el agrupamiento aleatorio de balsa lipidica (FIGURA 20) y puede no ser
suficiente para romper el crecimiento de neuritas simétricas y mejorar la extension del axon. En resumen, nuestros
resultados apoyan el modelo propuesto en la Figura 24. Las membranas de neuronas contienen microdominios tanto
en balsas como no en balsa. Hay dos grupos de dominios de balsas con uno de ellos asociado a microtubulos
(FIGURA 24A). 2) rHIgM12 se une a y agrupa los dominios de balsas, lo que promueve la estabilizacién de
microtubulos y el anclaje de la membrana (FIGURA 24B). 3) En el cono de crecimiento, el agrupamiento en balsas
inducido por rHIgM12 puede mejorar la periferia del cono de crecimiento a la transicion al dominio central, rompiendo
el crecimiento de neuritas simétricas para especificar la formacion de axones (FIGURA 24C).
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EJEMPLO 12: Ensayos de biosensores opticos de nanoporos para anticuerpos monoclonales humanos
beneficiosos para la lesién de la médula espinal

[0237] La proteccion y reparacion del axon después de una lesion de la médula espinal (LME) tiene un gran
potencial como una estrategia efectiva para prevenir la pérdida de la neurona motora y la discapacidad permanente.
La proteccion de neuronas se ha logrado utilizando factores troficos especificos para prevenir dafios y promover la
reparacion de axones después de una lesién. Estas moléculas se identificaron predominantemente usando
estrategias de seleccién basadas en sistemas in vitro que se centraron en seleccionar factores neurotréficos de
molécula pequefia especificos.

[0238] Los anticuerpos monoclonales autorreactivos naturales han demostrado funciones bioldgicas beneficiosas en
células del SNC usando modelos mudltiples de lesion y enfermedad. La promocién mediada por anticuerpos de la
supervivencia neuronal, la regeneracion axonal y la recuperacion funcional se ha demostrado in vivo usando la IgM
monoclonal de ratéon, IN-1 (Bregman 1995, Caroni y Schwab 1988). Se obtuvieron resultados similares utilizando la
inmunizacién de homogeneizado de médula espinal (SCH) antes del dafio del SNC (Ellezam 2003, Huang 1999).

[0239] En base a nuestros datos de anticuerpos humanos que se unen a neuronas incluyendo IgM12 y el anticuerpo
remielinizante IgM22, se revela que las interacciones de anticuerpos monoclonales humanos que protegen a los
axones del dafio mediante la promocion de la supervivencia y funcién neuronal, y son beneficiosas para tratar
lesiones y/o enfermedades del SNC tales como LME, dependen de las interacciones bicapa de proteinas de la
membrana plasmatica de la superficie en condiciones patoldgicas/fisioldgicas.

[0240] Los anticuerpos humanos que promueven la supervivencia neuronal después de una lesion o dafio del nervio
(por ejemplo, en LME) o que protegen a las neuronas de lesiones o muerte, resultando en cada caso en la
preservacion de la funcion neuroldgica, se evaluan, se caracterizan y/o se identifican utilizando tecnologias que
mantienen las bicapas lipidicas proteicas de la membrana plasmatica patolégica/fisioldgica de la superficie.

[0241] En este estudio, determinamos la cinética de interaccion de uniodn superficial de los anticuerpos monoclonales
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humanos utilizando sensores de resonancia de plasmén de superficie de bicapa de proteina-lipido (SPR). Los
anticuerpos monoclonales humanos se caracterizan o identifican utilizando unién en lesiones de la médula espinal
de secciones de tejido ex vivo de roedores después de lesidon de la médula espinal. A continuacién, se usa un
modelo de lesién por aplastamiento de la médula espinal de roedores para evaluar mas a fondo la capacidad de los
anticuerpos humanos para promover la supervivencia neuronal, la extension de neuritas o la remielinizacion in vivo,
lo que resulta en una patologia reducida y una mejor funcién neurologica.

[0242] Un sensor de bicapa de lipidos SPR novedoso proporciona una tecnologia rapida, sin etiquetas, que permite
la caracterizacion de la cinética de unién a proteina-lipido superficial y la afinidad de anticuerpos de IgM humanas
beneficiosos. Esta tecnologia de sensor de resonancia de plasmoén superficial (SPR) se desarrollé en base a
matrices de nanoporos periddicas en peliculas metalicas combinadas con bicapa lipidica planar fisiologica. La
tecnologia SPR ha permitido la caracterizacion rapida y sin etiquetas de la cinética de union a anticuerpos IgM y la
afinidad con antigenos relevantes.

[0243] La cinética de unidon importante para cuantificar pequefias diferencias proporciona una justificacion para
seleccionar moléculas principales durante el desarrollo e impacta tanto la dosificacion como la potencia de una
molécula terapéutica in vivo. SPR se ha convertido en un estandar aceptado en ambientes industriales y
académicos, en los que tipicamente se caracteriza la interaccidon molecular entre un par de companeros de unién
solubles. Sin embargo, la tecnologia solo estda comenzando a adaptarse a las necesidades de los antigenos unidos a
la membrana. El sustrato de oro utilizado en la deteccién de SPR no es susceptible a la formaciéon de una membrana
lipidica compatible. Ademas, las proteinas de membrana en contacto directo con la superficie de oro a menudo
pierden su funcionalidad. Sin embargo, el desarrollo de la nueva tecnologia de arquitectura de deteccion de
nanoporos que utiliza una fina pelicula de oro perforada con series periédicas de nanoporos ha superado estos
desafios (véase, por ejemplo, la FIGURA 27). Cada nanoporo se asienta sobre un sustrato de vidrio y forma un
pequefio pocillo para confinar las membranas lipidicas soportadas, mientras que la pelicula dorada circundante
proporciona efectos SPR para monitorizar dinamicamente la unién de las moléculas a la membrana (FIGURA 27B).
Las matrices de nanoporos molidas en una pelicula de oro proporcionan una geometria Unica, ya que una bicapa de
lipidos delgada puede suspenderse sobre los nanoporos mientras que mantiene la estabilidad mecanica y esta
rodeada por un tampon en ambos lados (FIGURA 27B).

[0244] Las proteinas de membrana se pueden integrar sin problemas con la capacidad de deteccion SPR de las
matrices de nanoporo de oro, manteniendo su funcionalidad en un entorno que imita mas de cerca su estado natural.
Ademas, las proteinas de membrana integradas en la bicapa lipidica independiente se pueden acceder facilmente
desde ambos lados, haciendo este enfoque mas atractivo para estudiar el mecanismo por el cual la unién antigeno-
anticuerpo en la superficie celular da como resultado la sefializacion celular (FIGURA 27B). Este sensor de bicapa
lipidica SPR proporciona una tecnologia rapida, sin etiquetas, que se utiliza para la evaluacion, identificacion y
caracterizacion de la cinética de unién de proteinas y lipidos de superficie y la afinidad de anticuerpos de IgM
humanas terapéuticos.

[0245] Esta plataforma de sensor caracteriza la cinética de unién de proteina-lipido de superficie y la afinidad de
anticuerpos de IgM terapéuticos para ensayos en un modelo animal de lesion de médula espinal. Hemos
caracterizado ampliamente ciertos anticuerpos de IgM identificados al unirse a la superficie "fija" viva del tejido
cerebeloso y las células en el SNC. Estos anticuerpos de IgM (ejemplificados por IgM22 e IgM46) estimularon el flujo
de calcio in vitro y promovieron la remielinizacién in vivo. En base a los mismos criterios, los anticuerpos humanos
se han identificado mediante la deteccién de muestras de banco de suero de dysproteinemia en la Mayo Clinic.
Anticuerpos de IgM humanas adicionales (ejemplificados en este documento por IgM12 e IgM42) se unen a la
superficie de las neuronas y promueven el crecimiento de neuritas y previenen la muerte neuronal in vitro.

[0246] Los anticuerpos de union a neuronas exhibieron inmunorreactividad especifica para células del SNC
especificas, estructuras, lesion y patologia de la enfermedad usando secciones corticales no fijadas "vivas" de los
modelos de multiples ratones de lesion y enfermedad del SNC.

[0247] Los anticuerpos monoclonales humanos naturales se han demostrado potenciar funciones biologicas
beneficiosas en las células del SNC de multiples modelos de lesidon y enfermedad. Los anticuerpos monoclonales
humanos se unen a la superficie de una amplia variedad de neuronas en cultivo que incluyen cerebelo, cortical,
ganglio retiniano y neuronas de la médula espinal (por ejemplo anticuerpos humanos IgM12 e IgM42). Estos
anticuerpos inducen la extension de neuritas a partir de las neuronas del SNC (FIGURA 28) y anulan la inhibicién de
la mielina del SNC sobre el crecimiento de neuritas (Warrington et al., 2004).

[0248] Los estudios in vitro demuestran la unién de anticuerpos monoclonales humanos a la membrana plasmatica
de las neuronas. La unién caracteristica es uniforme a 0°C mientras que los reordenamientos de superficie forman
estructuras punteadas a 15°C (FIGURA 29). La unién de la superficie celular es caracteristica del agrupamiento de
microdominios de membrana asociado con moléculas de sefializacion que inician cascadas de sefial (Howe et al.,
2004).

[0249] Los anticuerpos monoclonales humanos entran en el tejido de la médula espinal y se acumulan en los sitios
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de dafio 4 horas después de la administracion intravenosa (Figura 30). La inmunocitoquimica realizada en secciones
de vibrato de la médula espinal detecta la IgM humana dentro de las lesiones después de la administracion de
anticuerpos que se unen a la neurona, pero no después de la administracion de una IgM humana de control.
Ratones con enfermedad crénica de la médula espinal (ratones infectados con TMEV) recibieron 0,5 mg de sHIgM42
por via intraperitoneal, las médulas espinales se retiraron 4 horas mas tarde y se detecté IgM humana en las
secciones transversales de la médula espinal (FIGURA 30). Las areas lesionadas de la médula espinal de un ratén
al que se ha administrado sHIgM42 demuestran fibras paralelas que se unen a una IgM antihumana marcada
fluorescentemente (FIGURA 30A). Las areas lesionadas de la médula espinal de un ratén que recibid una IgM
humana de control no contienen IgM humana (FIGURA 30B).

[0250] Los anticuerpos monoclonales humanos se han identificado usando ensayos de la funcion biologica para
cribar muestras desde el banco de suero de disproteinemia Mayo Clinic. Las muestras de suero, 115,000 recogidas
durante 40 afios, contienen altas concentraciones de anticuerpos monoclonales de pacientes con gammapatia
monoclonal. Hemos sintetizado y ensayado la IgM 22 humana recombinante, que tiene actividad promotora de
remielinizacion en modelos animales (Mitsunaga 2002, Warrington 2000).

[0251] En una realizacion, el presente Ejemplo genera anticuerpos monoclonales de calidad GMP utiles para
aplicaciones terapéuticas, de prondstico, de diagndstico y/o profilacticas en condiciones de degeneracion nerviosa,
lesion y/o dafio nervioso, como en LME humana o en condiciones desmielinizantes que exponen las neuronas del
SNC.

[0252] Estos estudios caracterizan y evallan adicionalmente anticuerpos de IgM humanas que promueven la
supervivencia neuronal después de una LME traumatica que da como resultado la preservacion de la funciéon
neurolégica. Se evaluan las pruebas de comportamiento y las mediciones morfolégicas del nimero de axones
después de LME y se determinan las diferencias entre la preservacion endégena y mediada por anticuerpos de la
funcidon neurolégica. Los tratamientos con los anticuerpos protectores de axones y que extienden axones en
comparacion con los controles de anticuerpos después de LME se utilizan para caracterizar las diferencias de la
preservacion de la funcién neuroldgica para actividades especificas mediadas por anticuerpos.

[0253] Las vesiculas de membrana que contienen la bicapa de proteina-lipido de la membrana plasmatica se aislan
de las células en condiciones fisiolégicas. Los nanoporos de los sensores de SPR se recubren utilizando
preparaciones de microvesiculas de neuronas aisladas, glia, sinaptosoma y membranas de mielina del SNC normal
y tejidos lesionados de la médula espinal. Se rastrean muestras de suero de anticuerpo monoclonal humano y
muestras de anticuerpos recombinantes para determinar la cinética de unién para tipos de membrana especificos.

[0254] Los anticuerpos monoclonales humanos que se unen especificamente a la membrana plasmatica superficial
de las células no congeladas no fijadas "vivas" y tejidos en condiciones fisioldgicas como se confirma por medio de
sensores de SPR se ensayan para la union especifica usando tejidos no congelados, no fijados, "vivos", patolégicos
tras LME. Los anticuerpos monoclonales humanos que demuestran la unién a lesiones de la médula espinal se
caracterizan adicionalmente por su aplicabilidad y actividad en el tratamiento después de una LME en el roedor.

[0255] Disefio de protocolo. La lesién por compresion se genera a nivel de T9 en ratones C57BL/6J hembras (18-
22 g) de diez semanas de edad (Jackson Laboratories) usando un clip de aneurisma modificado (clip de ratén
FEJOTA, fuerza de cierre de 3g u 8g). Este modelo de LME incluye no solo un impacto inicial, sino también una fase
de compresion persistente que promueve la cavitacion microquistica, la degeneracion de los axones y la astrogliosis
robusta, todas ellas caracteristicas de la LME traumatica humana (Joshi y Fehlings 2002). Las pruebas conductuales
usando la escala de clasificacion locomotora Basso, Beattie, Bresnahan (BBB) para ratas y la Basso Mouse Scale
(BMS) para Locomocion se determinan después de LME para evaluar los déficits neuroldgicos. La técnica se
representa en la FIGURA 31.

[0256] Se preparan entonces secciones de tejido vivo, no congeladas, no fijadas, en vivo, a partir de lesiones
patoldgicas después de una lesion por compresion de la médula espinal en roedores. La inmunorreactividad de la
union de anticuerpos de IgM humanas se criba utilizando tincion inmunofluorescente (IF) de las secciones
mantenidas en condiciones fisioldgicas.

[0257] Los ratones se tratan de manera aguda después de una lesion por compresion de la médula espinal con
anticuerpos humanos, que incluyen rHIgM12 y sHIgM42 o rHIgM42, administrados por via intraperitoneal. Se mide la
capacidad de los anticuerpos humanos para promover la preservacion del axén o la reparacion del tejido. Las
pruebas de comportamiento que usan la escala BBB y BMS se realizan a intervalos regulares durante el periodo de
5 semanas después de LME. Una sola dosis de 0,5 mg de anticuerpo humano se administra por via i.p. a los ratones
30 minutos después de LME. Los grupos de ratones (15 ratones) reciben anticuerpos humanos que promueven la
proteccion de las neuronas, el crecimiento de neuritas, controlan los anticuerpos humanos que no se unen a las
células ni controlan. Los ratones individuales se alojan durante la noche una vez a la semana en cajas automaticas
de actividad infrarroja (Mikami et al., 2002) y la crianza espontanea, una medida de la discapacidad de las
extremidades posteriores y la actividad horizontal grabada (Accuscan Inc, Ohio). Las puntuaciones tradicionales de
BBB también se recogen semanalmente. Las evaluaciones funcionales se realizan cegadas.
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[0258] Fluoro-oro y azul rapido, 4 semanas después del tratamiento, se inyectan en las médulas espinales de cuatro
ratones en el nivel toracico inferior. Una semana mas tarde, se perfunden los ratones y se extirpan los cerebros y la
médula espinal. Los cuerpos celulares marcados retrogrados en los nucleos reticular, vestibular y rojo del tronco
encefalico se cuentan entre los grupos mediante microscopia de fluorescencia (Ure y Rodriguez 2002). La cantidad
de cuerpos celulares marcados en el tallo cerebral (seccidon de vibratomo) refleja el nivel de axones funcionales en
toda la médula espinal. La inmunocitoquimica para la acumulacion de proteina B amiloide se realiza en secciones
transversales de tejido tomadas cada 1 mm a lo largo de la médula espinal. El nimero de agregados 8 amiloides en
una seccion refleja el transporte de axones deteriorado y la disfuncion axonal a ese nivel.

[0259] Cinco semanas después de la lesion, los ratones restantes se perfunden, con formaldehido/glutaraldehido y
se retiran las médulas espinales. Cada otro bloque de 1 mm que comprende el sitio de la lesién de la médula espinal
esta incrustado en plastico de araldita y seccionado (1 micra) y teflido con parafenileno para visualizar los axones
conservados rodeados por mielina. El area de la seccioén transversal de la lesion, el nUmero de axones preservados
y la infiltracién de la célula inmune de la lesién se miden usando el software Microsuite (Olympus). La frecuencia del
axon se mide y se compara entre los grupos (McGavern et al., 2000, Rodriguez et al., 1987). Todos los analisis se
realizan en muestras codificadas y ciegas sin conocimiento del grupo experimental. Axones conservados se
expresan como el numero de axones conservados/mm? de la lesion. La comparacion por pares de datos entre los
grupos experimentales y de control usa la prueba Mann-Whitney Rank Sum.
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Ejemplo 13: Modelo de esclerosis multiple - Dosis: Evaluacion de respuesta

[0261] Los anticuerpos de IgM se evallan por su capacidad para promover la mejora funcional y aumentar los
procesos de remielinizacion, crecimiento de neuritas o ambos en un modelo de esclerosis multiple en ratones. El
modelo involucra el uso del picornavirus Virus de la Encefalomielitis Murina de Theiler (TMEV) para inducir lesiones
desmielinizantes crénicas progresivas persistentes del SNC con caracteristicas similares a las encontradas en la EM
humana utilizando un método similar al de Warrington et al., 2007.

[0262] Ratones hembras y machos (aproximadamente 8 w, SJL/J cepa) son inyectados con Virus de la
Encefalomielitis Murina de Theiler (2 x 10° unidades formadoras de placa de cepa de Daniel, 10 pl
intracerebroventricularmente). Los ratones pueden recuperarse durante un periodo de 6 meses antes de la
aleatorizacion para el tratamiento. Luego se examina a los ratones para determinar el estado del recubrimiento, la
marcha y el reflejo de enderezamiento y se les asigna aleatoriamente a los grupos de tratamiento (como se indica en
las tablas de tratamiento). Los ratones se tratan con una sola inyeccion intravenosa de vehiculo (solucion salina
normal) o anticuerpo de IgM humana recombinante (0,025 a 2,5 mg/kg). La funcién neuroldgica se controla a las 2
semanas, 1 mes y 2 meses después del tratamiento.

[0263] Los puntos finales funcionales incluyeron puntuacion basada en la condicién del recubrimiento, la marcha y el
rendimiento de Rotarod. Para la apariencia del recubrimiento, la puntuacion es la siguiente: sin enfermedad (0);
cambios minimos de la capa (1); capa desalifiada (2); incontinencia y capa manchada (3). Los cambios de actividad
se cuantifican en un cuadro de actividad automatizado. Ademas, la forma de andar se analiza usando la adquisicién
digital de la marcha (DigiGait) usando velocidades de marcha >90 cm/s. Los puntos finales cuantitativos de analisis
de la marcha incluyen el ancho y la duracion de la postura, la longitud y frecuencia de la zancada, el angulo de la
pata asi como la oscilacion, el frenado y la duracion de la propulsion. Se cuantifican los cambios de marcha desde la
linea de base. El rendimiento de Rotarod (una medida de coordinaciéon sensorial y de equilibrio evaluada por la
capacidad del animal para caminar sobre un eje giratorio que mide el motor en términos de velocidad y duracion en
el eje giratorio) se cuantifica como la cantidad de tiempo que los animales permanecen en el aparato giratorio en una
serie de ensayos.

[0264] Al finalizar el experimento, los animales son sacrificados por sobreexposicion a CO;. Los cerebros y la
médula espinal se eliminan para evaluar 1) grado de mielinizacion (analisis microscopico de electrones de
paraformaldehido/glutaraldehido fijado en plastico tejido osmético fijo) y 2) crecimiento de neuritas (evaluacion de la
densidad de neuritas mediante evaluacion estereografica).

[0265] En la primera realizacion, los anticuerpos humanos recombinantes se administran solos en tres niveles de
dosis como se indica en la Tabla 3A y la Tabla 3B.
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Tabla 3A. Resumen de grupos de tratamiento y puntos finales - anticuerpos de IgM recombinantes

individuales
Tratamiento Resultado Nivel de Evaluaciones Evaluaciones histologicas
histolégico dosis neuroldgicas
propuesto (mgl/kg,
iv)
Vehiculo NA 0 Condicion de capa Mielinacién por EM
(salina) Analisis de forma de andar Resultado de neurita por
Rotarod estereologia
IgM12 Resultado de 0,025 Condicion de capa Mielinacién por EM
neurita 0,25 Analisis de forma de andar Resultado de neurita por
2,50 Rotarod estereologia
IgM42 Resultado de 0,025 Condicion de capa Mielinacién por EM
neurita 0,25 Analisis de forma de andar Resultado de neurita por
2,50 Rotarod estereologia
IgM22 Remielinacion 0,025 Condicion de capa Mielinacién por EM
0,25 Analisis de forma de andar Resultado de neurita por
2,50 Rotarod estereologia
IgM46 Remielinacion 0,025 Condicion de capa Mielinacién por EM
0,25 Analisis de forma de andar Resultado de neurita por
2,50 Rotarod estereologia

Tabla 3B. Resumen de resultados para grupos de tratamiento

Tratamiento | Funcion Nivel de | Tipo(s) de | Resultado | Resultado neurolégico
propuesta dosis Ab | resultado histolégico | relativo - Condicién de
(mg/kg; histolégico relativo capa combinada, analisis
iv) de marcha &
puntuaciones de rotarod
(*)
Vehiculo NA 0 Ninguno 0 0
(salina)
IgM12 Resultado de 0,025 Resultado de | X (0,025) X (0,025)
neurita 0,25 neurita X+ (0,25) X+ (0,25)
2,50 X ++(2,50) X ++(2,50)
IgM42 Resultado de 0,025 Resultado de | X (0,025) X (0,025)
neurita 0,25 neurita X+ (0,25) X+ (0,25)
2,50 X ++(2,50) X ++(2,50)
IgM22 Remielinacion 0,025 Remielinacion | X (0,025) X (0,025)
0,25 X+ (0,25) X+ (0,25)
2,50 X ++(2,50) X ++(2,50)
IgM46 Remielinacion 0,025 Remielinacion | X (0,025) X (0,025)
0,25 X+ (0,25) X+ (0,25)
2,50 X ++(2,50) X ++(2,50)

[000309] (*) X indica la mejora, X+ indica mas mejora, y X++ indica ain mas mejora. Los valores de
puntuacién de mejora son relativos a la dosificacion de un anticuerpo dado. Por lo tanto, X+ es una
mayor mejora que X para el mismo Ab. La X de mejora para un Ab no es necesariamente la misma que
el valor X para otro Ab; el valor X+ de una Ab no es necesariamente igual que el valor X+ de otro Ab, y
el valor X+++ de un Ab no es necesariamente igual que el valor X+++ de otro Ab.

[0266] En este ejemplo, los anticuerpos recombinantes IgM12, IgM42, IgM22 y IgM46 cada uno producen mejoras
estadisticamente significativas, dependientes de la dosis en varios puntos finales sensoriomotores incluyendo las
condiciones de recubrimiento, parametros de la marcha y la puntuacion Rotarod (P<0,05) para cada punto final
comparado con el tratamiento del vehiculo). Los animales tratados con vehiculo producen déficits estables en varios
puntos terminales sensoriomotores, que incluyen la condicién de recubrimiento, los parametros de la marcha y la
puntuacion de Rotarod dentro de los 6 meses de la lesion por TMEV. Se encuentra un cambio significativo,
dependiente de la dosis, en los puntos finales sensoriomotores en el rango de dosis de 0,025-2,5 mg/kg, donde X es
una mejora, para cada Ab, con un aumento X de mejora en los puntos finales sensoriomotores a la dosis baja, una
mayor aumento X+ de mejora en puntos finales sensoriomotores con 0,25 mg/kg y una mejora ain mayor X+++ en
puntos finales sensoriomotores en la dosis de 2,5 mg/kg. Esta tendencia se observa para grupos de 12 animales
alimentados a un nivel de 0,8 y un nivel alfa de 0,05. Por lo tanto, cada uno de los anticuerpos IgM12, IgM42, IgM22
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e IgM46 produce mejoras estadisticamente significativas dependientes de la dosis en diversos puntos finales
sensoriomotores incluyendo la condicién del recubrimiento, los parametros de la marcha y la puntuacion de Rotarod
(P<0,05 para cada punto final) en comparacion con el tratamiento del vehiculo. No se encuentran distinciones en la
mejora en funcion del género.

[0267] En este Ejemplo, se ha encontrado que IgM12 y IgM42 producen incrementos estadisticamente significativos,
dependientes de la dosis en el crecimiento de neuritas en las secciones del cerebro y la médula espinal de ratones
infectados con TMEV segun la evaluacién de la estereologia en comparacion con los controles tratados con
vehiculo. Cambios significativos, dependientes de la dosis, en el crecimiento de neuritas en el rango de dosis de
0,025-2,5 mg/kg, donde X es una mejora, se encuentran para cada Ab, con un aumento X de mejora en el
crecimiento neuritico en la dosis baja, un mayor aumento de X+ de mejora en el crecimiento de neuritas con 0,25
mg/kg y un incremento aun mayor en el crecimiento de neuritas X+++ en la dosis de 2,5 mg/kg. Esta tendencia se
observa para grupos de 12 animales alimentados a un nivel de 0,8 y un nivel alfa de 0,05.

[0268] Se ha encontrado que IgM22 y IgM46 producen incrementos estadisticamente significativos, dependientes de
la dosis en la remielinizacion en secciones del cerebro y la médula espinal de ratones infectados con TMEV segun la
evaluacion de la estereologia en comparacion con los controles tratados con vehiculo. Cambios significativos,
dependientes de la dosis, en la remielinizacion sobre el rango de dosis de 0,025-2,5 mg/kg, donde X es una mejora,
se encuentran para cada Ab, con un aumento X de mejora en la remielinizacion en la dosis baja, un mayor aumento
X+ de mejora en la remielinizacién con 0,25 mg/kg y un aumento ain mayor en la remielinizacion X+++ en la dosis
de 2,5 mg/kg. Esta tendencia se observa para grupos de 12 animales alimentados a un nivel de 0,8 y un nivel alfa
de 0,05.

Ejemplo 14: Modelo de esclerosis multiple - combinaciones de Ab

[0269] En este experimento, varias combinaciones de relaciones de dosis fijas de anticuerpos de IgM recombinantes
se examinan para la mejora del resultado neurolégico en el modelo de TMEV de EM como se describe en el ejemplo
anterior. Seis meses después de la exposicion a TMEV, el tratamiento con combinaciones de IgM recombinante se
inicia en ratones. En esta serie de estudios, a los ratones se les administra vehiculo solo o varias combinaciones de
IgM en una sola administracion intravenosa (mezcla). Los puntos finales sensorio-motrices se controlan como se
indicé anteriormente. La mielinizacion y el crecimiento de neuritas se evaluan para examinar los cambios producidos
por las combinaciones de anticuerpos. Las combinaciones bajo evaluacion se muestran en la Tabla 4A y la Tabla
4B.
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Tratamiento | Funcion Nivel de | Evaluacion Evaluacion histolégica
propuesta dosis neuroldgica
(mgkg, iv)
Vehiculo NA 0 Condicion de | Mielinacién por EM
(salina) recubrimiento Resultado de neurita por
Analisis de marcha estereologia
Rotarod
IgM12 + | Resultado de | 0,25 Condicion de | Mielinacién por EM
IgM42 neurita + 0,25 recubrimiento Resultado de neurita por
Resultado de Analisis de marcha estereologia
neurita Rotarod
IgM22 + | Remielinacién | 0,25 Condicion de | Mielinacién por EM
IgM46 + 0,25 recubrimiento Resultado de neurita por
Remielinacion Analisis de marcha estereologia
Rotarod
IgM22 + IgM | Remielinacién | 0,25 Condicion de | Mielinacion por EM
12 + 0,25 recubrimiento Resultado de neurita por
Resultado de Analisis de marcha estereologia
neurita Rotarod
IgM46 + | Remielinacién | 0,25 Condicion de | Mielinacién por EM
IgM12 + 0,25 recubrimiento Resultado de neurita por
Resultado de Analisis de marcha estereologia
neurita Rotarod
IgM22 + | Remielinacién | 0,25 Condicion de | Mielinacién por EM
IgM42 + 0,25 recubrimiento Resultado de neurita por
Resultado de Analisis de marcha estereologia
neurita Rotarod
IgM46 + | Remielinacién | 0,25 Condicion de | Mielinacién por EM
IgM42 + 0,25 recubrimiento Resultado de neurita por

Resultado de
neurita

Analisis de marcha
Rotarod

estereologia
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Tabla 4B. Resumen de resultados - Combinaciones de anticuerpo de IgM recombinante

Tratamiento | Resultado Nivel Tipo(s) de | Resultado Resultado
histolégico de resultado histolégico neurolégico
propuesto dosis histolégico relativo y tipo(s) | sensimotor

(mg/kg de resultado” relativo(") -

, iv) Condicion de
recubrimiento,
Analisis de marcha
& Rotarod

Vehiculo NA 0 Ninguno Ninguno Ninguno

(salina)

IgM12 + | Resultado de | 0,25 Resultado de | > incremento de | > mejora de

IgM42 neurita + 0,25 neurita neurita que: (X+ | sensorimotor que:
Resultado de IgM12  resultado | (X+ IgM12 mejora de
neurita de neurita) y (X+ | sensorimotor) y (X+

IgM42  resultado | IgM42 mejora de
de neurita) sensorimotor)

IgM22 + | Remielinacion | 0,25 Mielinacion > remielinacion | > mejora de

IgM46 + 0,25 que: (X+ IgM22 | sensorimotor que:
Remielinacion remielinacion) y | (X+ IgM22 mejora de

(X+ IgM46 | sensorimotor) y (X+
remielinacion) IgM46  mejora de
sensorimotor)

IgM12 + | Resultado de | 0,25 Resultado de | > remielinacion > | > mejora de

IgM22 neurita + 0,25 neurita + resultado de | sensorimotor que:
Remielinacion Remielinacion | neurita que: (X+ | (X+ IgM12 mejora de

IgM12  resultado | sensorimotor) y (X+
de neurita) y (X+ | IgM22 mejora de
IgM22 sensorimotor)
remielinacion)

IgM22 + | Resultado de | 0,25 Resultado de | > remielinacion > | > mejora de

IgM42 neurita + 0,25 neurita + resultado de | sensorimotor que:
Remielinacion Remielinacion | neurita que: (X+ | (X+ IgM12 mejora de

IgM12  resultado | sensorimotor) y (X+
de neurita) y (X+ | IgM46 mejora de
IgM46 sensorimotor)
remielinacion)

IgM42 + | Resultado de | 0,25 Resultado de | > remielinacion > | > mejora de

IgM22 neurita + 0,25 neurita + resultado de | sensorimotor que:
Remielinacion Remielinacion | neurita que: (X+ | (X+ IgM42 mejora de

IgM42  resultado | sensorimotor) y (X+
de neurita) y (X+ | IgM22 mejora de
IgM22 sensorimotor)
remielinacion)

IgM42 + | Resultado de | 0,25 Resultado de | > remielinacion > | > mejora de

IgM46 neurita + 0,25 neurita + resultado de | sensorimotor que:
Remielinacion Remielinacion | neurita que: (X+ | (X+ IgM42 mejora de

IgM42  resultado | sensorimotor) y (X+
de neurita) y (X+ | IgM46 mejora de
IgM46 sensorimotor)
remielinacion)

(*) X indica mejora, X+ indica mas mejora, y X++ indica ain mas mejora. Los valores de puntuacion de
mejora son relativos a la dosificacion de un anticuerpo dado. Por lo tanto X+ es una mayor mejora que X
para el mismo Ab. La X de mejora para un Ab no es necesariamente igual que el valor X para otro Ab; el
valor X+ de un Ab no es necesariamente igual que el valor X+ de otro Ab, y el valor X+++ de un Ab no
es necesariamente igual que el valor X+++ de otro Ab.

[0270] En este ejemplo, las combinaciones de anticuerpos recombinantes de IgM12 + IgM42, IgM22 + IgM46, IgM12
+ IgM22, IgM12 + IgM46, IgM42 + IgM22, y IgM42 + IgM46 producen mejoras estadisticamente significativas,
dependientes de la dosis en varios puntos finales sensoriomotores incluyendo condicién de recubrimiento,
parametros de la marcha y puntuacion de Rotarod en comparacion con el tratamiento del vehiculo (P<0,05 para
cada punto final en comparacion con el tratamiento del vehiculo). No se encuentran distinciones en la mejora en
funcion del género.
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[0271] Ademas, el grado de mejora de punto final sensoriomotor con cada una de estas combinaciones es supra-
aditivo (sinergismo exhibido) de una manera estadisticamente significativa, dependiente de la dosis en comparacion
con las mejoras aditivas predichas de cada uno de los anticuerpos solos. Una vez mas, no se encuentran
distinciones en la mejora en funcion del género.

[0272] Ademas de producir mejoras estadisticamente significativas dependientes de la dosis en varios puntos
terminales sensoriomotor incluyendo condicidon de recubrimiento, parametros de marcha y puntaje Rotarod en
comparacion con el tratamiento del vehiculo (P<0,05 para cada punto final comparado con el tratamiento del
vehiculo), la combinacion de IgM12 + IgM42 mejord significativamente el crecimiento de neuritas en comparacion
con los controles del vehiculo (P<0,05). El grado de crecimiento de neuritas es supraaditivo comparado con el efecto
aditivo de cada anticuerpo administrado solo. Por lo tanto, se entiende que estos anticuerpos desencadenan el
crecimiento por mecanismos de accion distintos; esto es consistente con los patrones de union distintos respectivos
de estos anticuerpos al tejido neural.

[0273] Ademas de producir mejoras estadisticamente significativas dependientes de la dosis en varios puntos
terminales sensoriomotores incluyendo condiciéon de recubrimiento, parametros de marcha y puntaje Rotarod en
comparacion con el tratamiento del vehiculo (P<0,05 para cada punto final comparado con el tratamiento del
vehiculo), la combinacion de IgM22 + IgM46 produjo un aumento significativo en la mielinizacion en comparacion
con los controles tratados con vehiculo (P<0,05). Ademas, el grado de remielinizaciéon es supraaditivo comparado
con el efecto aditivo predicho de IgM22 o IgM46 administrado solo. Sin estar obligado por la teoria, esto se entiende
como el resultado de la actividad paracrina. En consecuencia, cuando las neuronas en crecimiento y los
oligodendrocitos en crecimiento estan presentes, las células respectivamente provocan una producciéon paracrina
que afecta positivamente al otro tipo de célula en evaluacion.

[0274] Ademas de producir mejoras estadisticamente significativas dependientes de la dosis en varios puntos
terminales sensoriomotores incluyendo condiciéon de recubrimiento, parametros de la marcha y puntaje Rotarod en
comparacion con el tratamiento del vehiculo (P<0,05 para cada punto final comparado con el tratamiento del
vehiculo), la combinacion de IgM12 + IgM22 produce un aumento significativo en la mielinizacién, asi como el
crecimiento de neuronas en comparacién con los controles tratados con vehiculo en la médula espinal lesionada
(P<0,05). Ademas, el grado de crecimiento de neuronas y remielinizacion es supraaditivo comparado con el efecto
de IgM12 o IgM22, respectivamente, administrados solos a las dosis utilizadas aqui. Sin estar obligado por la teoria,
esto se entiende como el resultado de la actividad paracrina. En consecuencia, cuando las neuronas en crecimiento
y los oligodendrocitos en crecimiento estan presentes, estas células respectivamente provocan una produccion
paracrina que afecta positivamente al otro tipo de célula en evaluacion.

[0275] Ademas de producir mejoras estadisticamente significativas, dependientes de la dosis en varios puntos
terminales sensoriomotores incluyendo condiciéon de recubrimiento, parametros de marcha y puntaje Rotarod en
comparacion con el tratamiento del vehiculo (P<0,05 para cada punto final comparado con el tratamiento del
vehiculo), la combinacion de IgM12 + IgM46 produce un aumento significativo en la mielinizacién, asi como el
crecimiento de neuronas en comparacion con los controles tratados con vehiculo (P<0,05). Ademas, el grado de
crecimiento de neuronas y remielinizacion es supraaditivo comparado con el efecto de IgM12 o IgM46,
respectivamente, administrados solos a las dosis utilizadas aqui. Sin estar obligado por la teoria, esto se entiende
como el resultado de la actividad paracrina. En consecuencia, cuando las neuronas en crecimiento y los
oligodendrocitos en crecimiento estan presentes, las células respectivamente provocan una producciéon paracrina
que afecta positivamente al otro tipo de célula en evaluacion.

[0276] Ademas de producir mejoras estadisticamente significativas dependientes de la dosis en varios puntos
terminales sensoriomotores incluyendo condiciéon de recubrimiento, parametros de marcha y puntaje Rotarod en
comparacion con el tratamiento del vehiculo (P<0,05 para cada punto final comparado con el tratamiento del
vehiculo), la combinacion de IgM22 + IgM42 produce un aumento significativo en la mielinizacién, asi como el
crecimiento de neuronas en comparacion con los controles tratados con vehiculo (P<0,05). Ademas, el grado de
crecimiento de neuronas y remielinizacion es supraaditivo comparado con el efecto de IgM22 o IgM42,
respectivamente, administrados solos a las dosis utilizadas aqui. Sin estar obligado por la teoria, esto se entiende
como el resultado de la actividad paracrina. En consecuencia, cuando las neuronas en crecimiento y los
oligodendrocitos en crecimiento estan presentes, las células respectivamente provocan una produccién paracrina
que afecta positivamente al otro tipo de célula en evaluacion.

[0277] Ademas de producir mejoras estadisticamente significativas, dependientes de la dosis en puntos finales
diferentes sensoriomotores incluyendo las condiciones del recubrimiento, parametros de la marcha y la puntaje
Rotarod en comparacion con el tratamiento con vehiculo (P<0,05 para cada punto final en comparacion con el
tratamiento con vehiculo), la combinacion de IgM46 + IgM42 produce un aumento significativo en la mielinizacion,
asi como el crecimiento de neuronas en comparacion con los controles tratados con vehiculo (P<0,05). Ademas, el
grado de crecimiento de neuronas y remielinizacion es supraaditivo comparado con el efecto de IgM46 o IgM42,
respectivamente, administrados solos a las dosis utilizadas aqui. Sin estar obligado por la teoria, esto se entiende
como el resultado de la actividad paracrina. En consecuencia, cuando las neuronas en crecimiento y los
oligodendrocitos en crecimiento estan presentes, las células respectivamente provocan una produccién paracrina
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que afectan positivamente al otro tipo de célula en evaluacion.

Ejemplo 15: Modelo de lesion de la médula espinal

[0278] Los anticuerpos de IgM se evallan por su capacidad para promover la mejora funcional y aumentar los
procesos de remielinizacion, crecimiento de neuritas 0 ambos en un modelo de lesién de la médula espinal en ratas.
El modelo consiste en comprimir lateralmente la médula espinal entre las cuchillas de las pinzas protectoras
deslizantes modificadas, donde el ancho de la cuchilla de las pinzas es de 2,5 mm, y una separacion preestablecida
de las cuchillas de 0,9 mm durante un periodo de 15 segundos. La lesion resultante tiene caracteristicas similares a
las encontradas en LME humana (Gruner et al., 1995).

[0279] Ratas macho y hembra (aproximadamente 200-225 g, Long Evans) se someten a cirugia para producir una
lesiéon de la médula espinal como se describid anteriormente. Los anticuerpos de IgM recombinantes o el tratamiento
con vehiculo se administran por via intravenosa 10 minutos después de la cirugia. La funcion locomotora del
miembro posterior y la marcha se evaltan durante un periodo de 12 semanas utilizando la escala de clasificacion
locomotora BBB (véase, por ejemplo, Basso DM, Beattie EM, Bresnahan JC, Anderson DK, Faden Al, Gruner JA,
Holford TR, Hsu CY, Noble LJ, Nockels R, Perot PL, Salzman SK, Young W. (1996) MASCIS evaluation of open field
locomotor scores: Effects of experience and teamwork on reliability. Journal of Neurotrauma, 13: 343-359; Basso
DM, Beattie EM, Bresnahan JC. (1995) A sensitive and reliable locomotor rating scale for open field testing in rats.
Journal of Neurotrauma, 12: 1-21) Las ratas se ensayan a 1, 3, 5, 7 y 10 dias, y luego semanalmente después de
LME durante 9-12 semanas en el BBB. Se cuantifican los cambios desde el inicio del estudio.

[0280] Al finalizar el experimento, los animales son sacrificados por sobreexposicion a CO;. Los cerebros y la
médula espinal se eliminan para evaluar 1) grado de mielinizaciéon (analisis microscopico de electrones de tejido
osmotico fijado por paraformaldehido/glutaraldehido de plastico incrustado) y 2) crecimiento de neuritas (evaluacion
de la densidad de neuritas mediante evaluacion estereografica).

Ejemplo 16: Uso de anticuerpos individuales en un modelo de lesidén de la médula espinal

[0281] En este experimento, los anticuerpos humanos recombinantes se administran solos a tres niveles de dosis
como se indica en la Tabla 5A y la Tabla 5B.

Tabla 5A. Resumen de grupos de tratamiento y puntos finales - anticuerpos de IgM recombinantes

individuales
Tratamiento Resultado Nivel de Evaluaciones Evaluaciones histologicas
histolégico dosis neuroldgicas
propuesto (mg/kg, iv)
Vehiculo NA 0 Puntaje BBB Mielinacion por EM
(salina) Resultado de neurita por estereologia
IgM12 Resultado de 0,025 Puntaje BBB Mielinacion por EM
neurita 0,25 Resultado de neurita por estereologia
2,50
IgM42 Resultado de 0,025 Puntaje BBB Mielinacion por EM
neurita 0,25 Resultado de neurita por estereologia
2,50
IgM22 Remielinacion 0,025 Puntaje BBB Mielinacion por EM
0,25 Resultado de neurita por estereologia
2,50
IgM46 Remielinacion 0,025 Puntaje BBB Mielinacion por EM
0,25 Resultado de neurita por estereologia
2,50
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Tabla 5B. Resumen de resultados para grupos de tratamiento

Tratamiento Funcién Nivel de Tipo de Resultado Resultado
propuesta dosis Ab resultado histolégico neurolégico
(mglkg, iv) histolégico relativo(") relativo -
Puntaje BBB("
Vehiculo NA 0 Ninguno 0 0
(salina)
IgM12 Resultado de 0,025 Resultado de X 0,025 X 0,025
neurita 0,25 neurita X+ 0,25 X+ 0,25
2,50 X++ 2,50 X++ 2,50
IgM42 Resultado de 0,025 Resultado de X 0,025 X 0,025
neurita 0,25 neurita X+ 0,25 X+ 0,25
2,50 X++ 2,50 X++ 2,50
IgM22 Remielinacion 0,025 Remielinacion X 0,025 X 0,025
0,25 X+ 0,25 X+0,25
2,50 X++ 2,50 X++ 2,50
IgM46 Remielinacion 0,025 Remielinacion X 0,025 X 0,025
0,25 X+ 0,25 X+0,25
2,50 X++ 2,50 X++ 2,50

(*) X indica mejora, X+ indica mas mejora, y X++ indica aun mas mejora. Los valores de puntaje de
mejora son relativos a la dosificacion de un anticuerpo dado. Por lo tanto, un X+ es una mayor mejora
que X para el mismo Ab. La X de mejora para un Ab no es necesariamente igual que el valor X para otro
Ab; el valor X+ de un Ab no es necesariamente igual que el valor X+ de otro Ab, y el valor X+++ de un
Ab no es necesariamente igual que el valor X+++ de otro Ab.

[0282] En este ejemplo, se ha encontrado que los anticuerpos recombinantes IgM12, IgM 42, IgM22 y IgM46
producen mejoras estadisticamente significativas, dependientes de la dosis en funcién de la extremidad locomotora
trasera con mejores parametros de BBB (P<0,05 para cada punto final en comparacion con el tratamiento con
vehiculo). Los animales tratados con vehiculo producen una puntuacién estable de BBB dentro de las 6 semanas de
un nivel moderado de lesion de la médula espinal. Se encuentra un cambio significativo, dependiente de la dosis, en
la puntuacién BBB sobre el rango de dosis de 0,025-2,5 mg/kg, donde X es una mejora, para cada Ab, con un
aumento X de mejora en el nivel BBB a dosis baja, un mayor aumento de X+ BBB de mejora con 0,25 mg/kg y una
mejora de BBB X+++ incluso mayor en la dosis de 2,5 mg/kg. Esta tendencia se observa para grupos de 12
animales alimentados a un nivel de 0,8 y un nivel alfa de 0,05. Por lo tanto, cada uno de los anticuerpos IgM12,
IgM42, IgM22 e IgM46. No se observan distinciones en la mejora en funciéon del sexo. Se producen mejoras
estadisticamente significativas, dependientes de la dosis, en la funcién locomotora de la extremidad posterior con
una mejora de la BHE (P<0,05 para cada punto final) en comparacion con el tratamiento con vehiculo.

[0283] Se ha observado que IgM12 y IgM42 producen incrementos estadisticamente significativos, dependientes de
la dosis en el crecimiento de neuritas en las secciones del cerebro y la médula espinal de ratones infectados con
TMEV segun la evaluacion de la estereologia en comparacion con los controles tratados con vehiculo. Cambios
significativos, dependientes de la dosis, en el crecimiento de neuritas en el rango de dosis de 0,025-2,5 mg/kg,
donde X es una mejora, se encuentran para cada Ab, con un aumento X de mejora en el crecimiento neuritico en la
dosis baja, un mayor aumento X+ de mejora en el crecimiento de neuritas con 0,25 mg/kg y un incremento adn
mayor en el crecimiento de neuritas X+++ en la dosis de 2,5 mg/kg. Esta tendencia se observa para grupos de 12
animales alimentados a un nivel de 0,8 y un nivel alfa de 0,05.

[0284] Se ha encontrado que IgM22 y IgM46 producen incrementos estadisticamente significativos, dependientes de
la dosis en la remielinizacion en secciones del cerebro y la médula espinal de ratones infectados con TMEV segun la
evaluacion de la estereologia en comparacion con los controles tratados con vehiculo. Cambios significativos,
dependientes de la dosis, en la remielinizacién sobre el rango de dosis de 0,025-2,5 mg/kg, donde X es una mejora,
se encuentran para cada Ab, con un aumento X de mejora en la remielinizacion en la dosis baja, un mayor aumento
X+ de mejora en la remielinizacién con 0,25 mg/kg y un aumento ain mayor en la remielinizacion X+++ en la dosis
de 2,5 mg/kg. Esta tendencia se observa para grupos de 12 animales alimentados a un nivel de 0,8 y un nivel alfa
de 0,05.

Ejemplo 17: Combinaciones de lesion de médula espinal y anticuerpo

[0285] En este Ejemplo, se examinan diversas combinaciones de relaciones de dosis fija de anticuerpos de IgM
recombinantes para la mejora del resultado neurologico en el modelo de lesién de la médula espinal como se
describe en el Ejemplo 14 de este documento. En consecuencia, el tratamiento intravenoso con combinaciones de
anticuerpos de IgM (como aditivos) o el control del vehiculo se administra 10 minutos después de la lesion. Los
puntos finales locomotores se controlan como se indicé anteriormente. Ademas, la mielinizacion y el crecimiento de
neuritas se evallan para examinar los cambios producidos por las combinaciones de anticuerpos. Las

57



ES 2 662 100 T3

combinaciones evaluadas se muestran en la Tabla 6A y la Tabla 6B.

Tabla 6A. Resumen de grupos de tratamiento - combinaciones de anticuerpo de IgM recombinantes

Tratamiento | Resultado Nivel de | Evaluaciones | Evaluaciones histologicas
histolégico dosis neuroldgicas
propuesto (mgl/kg,

iv)

Vehiculo NA 0 Puntaje BBB Mielinacion por EM

(salina) Incremento de neurita por esteologia

IgM12 + | Resultado de | 0,25 Puntaje BBB Mielinacion por EM

IgM42 neurita + 0,25 Incremento de neurita por esteologia
Resultado de
neurita

IgM22 + | Remielinacion | 0,25 Puntaje BBB Mielinacion por EM

IgM46 + 0,25 Incremento de neurita por esteologia
Remielinacién

IgM12 + | Resultado de | 0,25 Puntaje BBB Mielinacion por EM

IgM22 neurita + 0,25 Incremento de neurita por esteologia
Remielinacién

IgM12 + | Resultado de | 0,25 Puntaje BBB Mielinacion por EM

IgM46 neurita + 0,25 Incremento de neurita por esteologia
Remielinacién

IgM42 + | Resultado de | 0,25 Puntaje BBB Mielinacion por EM

IgM22 neurita + 0,25 Incremento de neurita por esteologia
Remielinacién

IgM42 + | Resultado de | 0,25 Puntaje BBB Mielinacion por EM

IgM46 neurita + 0,25 Incremento de neurita por esteologia
Remielinacién
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Tratamiento | Resultado Nivel de | Tipo(s) de | Resultado Resultado
histolégico dosis resultado histolégico neurolégico
propuesto (mg/kg, iv) | histolégico | relativo: Tipo(s) | relativo -

de resultado” Puntaje BBB(")

Vehiculo NA 0 Ninguno Ninguno Ninguno

(salina)

IgM12 + | Resultado de | 0,25 Incremento > incremento de | > Mejora de BBB

IgM42 neurita + 0,25 de neurita neurita: (X+ | que: (X+ IgM12
Resultado de IgM12 incremento | BBB) y  (X+
neurita de neurita) y (X+ | IgM42 BBB)

IgM42 incremento
de neurita

IgM22 + | Remielinacion | 0,25 Mielinacion > remielinacion | > Mejora de BBB

IgM46 + 0,25 que: (X+ IgM22 | que: (X+ IgM22
Remielinacion remielinacion) y | BBB) y (X+

(X+ IgM46 | IgM46 BBB)
remielinacion)

IgM12 + | Resultado de | 0,25 Resultado > remielinacion y | > Mejora de BBB

IgM22 neurita + 0,25 de neurita+ | > incremento de | que: (X+ IgM12
Remielinacion Remielinacié | neurita que: (X+ | BBB) y (X+

n IgM12 incremento | IgM22 BBB)
de neurita) y (X+
IgM22
remielinacion)

IgM12 + | Resultado de | 0,25 Resultado > remielinacion y | > Mejora de BBB

IgM46 neurita + 0,25 de neurita+ | > incremento de | que: (X+ IgM12
Remielinacion Remielinacié | neurita que: (X+ | BBB) y (X+

n IgM12 incremento | IgM46 BBB)
de neurita) y (X+
IgM46
remielinacion)

IgM42 + | Resultado de | 0,25 Resultado > remielinacion y | > Mejora de BBB

IgM22 neurita + 0,25 de neurita+ | > incremento de | que: (X+ IgM42
Remielinacion Remielinacio | neurita que: (X+ | BBB) y (X+

n IgM42 incremento | IgM22 BBB)
de neurita) y (X+
IgM22
remielinacion)

IgM42 + | Resultado de | 0,25 Resultado > remielinacion y | > Mejora de BBB

IgM46 neurita + 0,25 de neurita+ | > incremento de | que: (X+ IgM42
Remielinacion Remielinacié | neurita que: (X+ | BBB) y (X+

n IgM42 incremento | IgM46 BBB)
de neurita) y (X+
IgM46
remielinacion)

(*) Xindica mejora, X+ indica mas mejora, y X++ indica aun mas mejora. Los valores de puntuacion
de mejora son relativos a la dosificacion de un anticuerpo dado. Por lo tanto X+ es una mayor mejora
que X para el mismo Ab. La X de mejora para un Ab no es necesariamente igual que el valor X para
otro Ab; el valor X+ de un Ab no es necesariamente igual que el valor X+ de otro Ab, y el valor X+++
de un Ab no es necesariamente igual que el valor X+++ de otro Ab.

[0286] En este experimento, se ha encontrado que cada una de las combinaciones de anticuerpos recombinantes
IgM12 + IgM42, IgM22 + IgM46, IgM12 + IgM22, IgM12 + IgM46, IgM42 + IgM22 e IgM42 + IgM46 producen mejoras
estadisticamente significativas y dependientes de la dosis en la funcién de las extremidades posteriores (puntos
finales locomotores) tal como se ha encontrado por los parametros de BBB. No se encuentran distinciones en la
mejora en funcion del género.

[0287] Por otra parte, se ha encontrado que cada una de las combinaciones mejora la funciéon locomotora de una

manera supra-aditiva (es decir sinergistica) en comparacion con las mejoras de cada uno de los anticuerpos solos
en la misma dosis. Nuevamente, no se ha encontrado distinciones en la mejora basadas en el género.
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[0288] Ademas de producir mejoras estadisticamente significativas dependientes de la dosis en varios puntos
terminales sensoriomotores incluyendo condiciéon de recubrimiento, parametros de marcha y puntaje Rotarod en
comparacion con el tratamiento del vehiculo (P<0,05 para cada punto final comparado con el tratamiento del
vehiculo), la combinacion de IgM12 + IgM42 mejord significativamente el crecimiento de neuritas en comparacion
con los controles del vehiculo (P<0,05). El grado de crecimiento de neuritas es supraaditivo comparado con el efecto
aditivo de cada anticuerpo administrado solo. Por lo tanto, se entiende que estos anticuerpos desencadenan el
crecimiento por mecanismos de accion distintos; esto es consistente con los patrones de union distintos respectivos
de estos anticuerpos al tejido neural.

[0289] Ademas de producir mejoras estadisticamente significativas, dependientes de la dosis en diversos puntos
terminales sensoriomotores incluyendo condicion de recubrimiento, parametros de marcha y puntuacion Rotarod en
comparacion con el tratamiento del vehiculo (P<0,05 para cada punto final en comparaciéon con el tratamiento del
vehiculo), la combinacion de IgM22 + IgM46 produjo un aumento significativo en la mielinizacion en comparacion
con los controles tratados con vehiculo (P<0,05). Ademas, el grado de remielinizaciéon es supraaditivo comparado
con el efecto aditivo predicho de IgM22 o IgM46 administrado solo. Sin estar obligado por la teoria, esto se entiende
como el resultado de la actividad paracrina. En consecuencia, cuando las neuronas en crecimiento y los
oligodendrocitos en crecimiento estan presentes, las células respectivamente provocan una producciéon paracrina
que afecta positivamente al otro tipo de célula en evaluacion.

[0290] Ademas de producir mejoras estadisticamente significativas dependientes de la dosis en varios puntos
terminales sensoriomotores incluyendo condiciéon de recubrimiento, parametros de marcha y puntaje Rotarod en
comparacion con el tratamiento del vehiculo (P<0,05 para cada punto final comparado con el tratamiento del
vehiculo), la combinacion de IgM12 + IgM22 produce un aumento significativo en la mielinizacién, asi como el
crecimiento de neuronas en comparacién con los controles tratados con vehiculo en la médula espinal lesionada
(P<0,05). Ademas, el grado de crecimiento de neuronas y remielinizacion es supraaditivo comparado con el efecto
de IgM12 o IgM22, respectivamente, administrados solos a las dosis utilizadas aqui. Sin estar obligado por la teoria,
esto se entiende como el resultado de la actividad paracrina. En consecuencia, cuando las neuronas en crecimiento
y los oligodendrocitos en crecimiento estan presentes, estas células respectivamente provocan una produccion
paracrina que afecta positivamente al otro tipo de célula en evaluacion.

[0291] Ademas de producir mejoras estadisticamente significativas dependientes de la dosis en varios puntos
terminales sensoriomotores incluyendo condiciéon de recubrimiento, parametros de la marcha y puntaje Rotarod en
comparacion con el tratamiento del vehiculo (P<0,05 para cada punto final comparado con el tratamiento del
vehiculo), la combinacion de IgM12 + IgM46 produce un aumento significativo en la mielinizacién, asi como el
crecimiento de neuronas en comparacion con los controles tratados con vehiculo (P<0,05). Ademas, el grado de
crecimiento de neuronas y remielinizacion es supraaditivo en comparacion con el efecto de IgM12 o IgM46,
respectivamente, administrados solos a las dosis utilizadas aqui. Sin estar obligado por la teoria, esto se entiende
como el resultado de la actividad paracrina. En consecuencia, cuando las neuronas en crecimiento y los
oligodendrocitos en crecimiento estan presentes, las células respectivamente provocan una producciéon paracrina
que afecta positivamente al otro tipo de célula en evaluacion.

[0292] Ademas de producir mejoras estadisticamente significativas dependientes de la dosis en varios puntos
terminales sensoriomotores incluyendo condiciéon de recubrimiento, parametros de marcha y puntaje Rotarod en
comparacion con el tratamiento del vehiculo (P<0,05 para cada punto final comparado con el tratamiento del
vehiculo), la combinacion de IgM22 + IgM42 produce un aumento significativo en la mielinizacion, asi como el
crecimiento de neuronas en comparacion con los controles tratados con vehiculo (P<0,05). Ademas, el grado de
crecimiento de neuronas y remielinizacion es supraaditivo comparado con el efecto de IgM22 o IgM42,
respectivamente, administrados solos a las dosis utilizadas aqui. Sin estar obligado por la teoria, esto se entiende
como el resultado de la actividad paracrina. En consecuencia, cuando las neuronas en crecimiento y los
oligodendrocitos en crecimiento estan presentes, las células respectivamente provocan una producciéon paracrina
que afecta positivamente al otro tipo de célula en evaluacion.

[0293] Ademas de producir mejoras estadisticamente significativas, dependientes de la dosis en diversos puntos
terminales sensoriomotores incluyendo condicién de recubrimiento, parametros de la marcha y puntaje Rotarod en
comparacioén con el tratamiento del vehiculo (P<0,05 para cada punto final en comparaciéon con el tratamiento del
vehiculo), la combinacion de IgM46 + IgM42 produce un aumento significativo en la mielinizaciéon, asi como el
crecimiento de neuronas en comparacion con los controles tratados con vehiculo (P<0,05). Ademas, el grado de
crecimiento de neuronas y remielinizacion es supraaditivo comparado con el efecto de IgM46 o IgM42,
respectivamente, administrados solos a las dosis utilizadas aqui. Sin estar obligado por la teoria, esto se entiende
como el resultado de la actividad paracrina. En consecuencia, cuando las neuronas en crecimiento y los
oligodendrocitos en crecimiento estan presentes, las células respectivamente provocan una producciéon paracrina
que afecta positivamente al otro tipo de célula en evaluacion.

Ejemplo 18: Anticuerpo rHIgM12 recombinante, una IgM de unién a neurona humana, protege los axones de
la médula espinal
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[0294] Hemos demostrado que un anticuerpo de suero humano natural, sHIgM12, se une a neuronas in vitro y
promueve el crecimiento de neuritas. Generamos una forma recombinante, rHIgM12, con propiedades idénticas. La
infeccion intracerebral con el virus de la encefalomielitis murina de Theiler (TMEV) de cepas de ratdn susceptibles
causa una enfermedad desmielinizante crénica con pérdida axonal progresiva y disfuncion neurolégica similar a las
formas progresivas de esclerosis multiple. El tratamiento de este modelo con anticuerpos de clase IgM que se unen
a oligodendrocitos mejora la remielinizacion del SNC (Warrington et al (2007) J Neurosci Res 85: 967-976). Por el
contrario, el anticuerpo monoclonal humano derivado del suero (sHIgM12) que se une a las neuronas, promueve un
crecimiento de neuritas robusto en el mismo grado que laminina y reduce los efectos inhibidores de la mielina del
SNC sobre el crecimiento de neuritas (Warrington et al (2004) J Neuropathol Exp Neurol 63 (5): 461 - 473). Mas
recientemente, se generd una forma recombinante de sHIgM12 humano (rHIgM12) con propiedades biologicas
idénticas, tal como se describioé anteriormente. Para estudiar los efectos de rHIgM12 en la integridad axonal de la
médula espinal realizamos el etiquetado retrégrado, una técnica que se basa en axones anatdmicamente continuos
y funcionalmente preservados.

METODOS

[0295] Etiquetado retrogrado: Después de anestesiar los ratones, laminectomia dorsal se realizé en las vertebras
toracicas inferiores (T10-11). La médula espinal se hemisectd en el lado derecho y el sitio de hemiseccion se
empaquetd con una solucion estéril de Fluorogold al 4%. Una semana después de la cirugia, se sacrificaron los
ratones y se extrajeron los cerebros. Se realizaron secciones seriales (40 mm de grosor) del tallo encefalico y se
analiz6 cada cuarta seccion. Las neuronas grandes y brillantes fluorescentes se contaron con aumentos de 200x a
partir de 16 cortes cerebrales.

RESULTADOS

[0296] El modelo TMEV ofrece una plataforma para desarrollar estrategias para promover la neuroproteccion y
prevenir la pérdida de axones. Las primeras etapas de la enfermedad incluyen inflamacién y desmielinizacion; las
etapas posteriores se presentan con pérdida de axon y déficits funcionales. Como se detalla en los ejemplos
anteriores, rHIgM12 ingresa a la médula espinal y se localiza en neurofilamentos + (NF) axones después de una
Unica inyeccion i.p. de 1 mg, como se confirma por las imagenes confocales (FIGURA 15). rHIgM12 también se
colocalizé como haces de fibras NF+ cortadas transversalmente (FIGURA 15D). En estudios con animales, rHIgM12
mejora la cantidad de neuronas del tronco encefalico marcadas retrogradamente. rHIgM12 o solucion salina se
administraron a ratones SJL 90 dias después de la infeccion (ppp). La cirugia de médula espinal para el etiquetado
retrégrado se realizd 9 semanas después del tratamiento. Una semana después de la cirugia, se sacrificaron los
ratones y se cuantificaron las neuronas marcadas fluorescentemente en secciones de tronco encefalico en serie.
rHIgM12 mejora el numero de neuronas del tronco encefalico marcadas retrégradas en comparacion con el control
de solucién salina (datos no mostrados). Por lo tanto, los ratones tratados con rHIgM12 tenian neuronas del tronco
cerebral marcadas mas retrégradas en comparacion con los controles tratados con solucion salina.

Ejemplo 19: Una dosis Unica de anticuerpo monoclonal humano de unién a neuronas mejora la actividad
espontanea en un modelo murino de desmielinizacion

[0297] Nuestro laboratorio demostré que un anticuerpo de suero humano natural, sHIgM12, se une a las neuronas in
vitro y promueve el crecimiento de neuritas. Generamos una forma recombinante, rHIgM12, con propiedades
idénticas. La infeccion intracerebral con el virus de encefalomielitis murina de Theiler (TMEV) de cepas de raton
susceptibles produce una enfermedad desmielinizante crénica con pérdida axonal progresiva y disfuncion
neurolégica similar a formas progresivas de esclerosis multiple. Para estudiar los efectos de rHIgM12 en la funcion
motora de ratones infectados con TMEV, controlamos la actividad nocturna espontanea durante muchas semanas.
El comportamiento nocturno es una medida sensible de la funcién neuroldgica de los roedores porque se espera que
ocurran cambios maximos de actividad durante el periodo de monitoreo nocturno normalmente activo. Los ratones
se colocaron en cajas de actividad ocho dias antes del tratamiento para recoger la actividad espontanea inicial.
Después del tratamiento, la actividad en cada grupo se registré continuamente durante 8 semanas. Elegimos un
largo periodo de monitoreo de 8 semanas por dos razones: (1) demostramos previamente que la remielinizacion
inducida por IgM esta presente 5 semanas después del tratamiento, y (2) la enfermedad desmielinizante inducida
por TMEV en esta cepa progresa muy lentamente. Debido a los largos periodos de observacion y los grandes
conjuntos de datos, las diferencias entre los grupos de tratamiento pueden ser dificiles de apreciar al estudiar las
grabaciones originales sin filtrar. Para delinear claramente los cambios en los datos originales altamente fluctuantes,
aplicamos tres métodos diferentes: (1) binning, (2) aplicacién de filtros de paso bajo gaussianos (GF) y (3)
adaptacion polinomica. Usando cada uno de los tres métodos mostramos que, en comparacion con el control de IgM
y solucién salina, el tratamiento temprano con rHIgM12 indujo una mejora en la funcién motora tanto horizontal como
vertical, mientras que el tratamiento posterior mejoré solo la actividad horizontal. rHIgM12 no alteré la actividad de
ratones normales no infectados. Este estudio respalda la hipotesis de que el tratamiento con una IgM de unién a
neuronas no solo protege las neuronas in vitro, sino que también influye en la mejora motora funcional.

Introduccién
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[0298] La monitorizacion a largo plazo y el andlisis de la funciéon neuroldgica en modelos de enfermedades de
roedores sigue siendo un desafio. El comportamiento nocturno es una medida sensible de la funcién neurolégica de
los roedores porque se espera que ocurran cambios maximos de actividad durante el periodo de monitoreo nocturno
normalmente activo [1]. Sin embargo, en los modelos animales de enfermedades lentamente progresivas, la
monitorizacion del rendimiento a menudo se extiende a lo largo de varias semanas. Anteriormente informamos que
el anticuerpo de unién a oligodendrocitos (rHIgM22) realzé la remielinizacion a las 5 semanas después del
tratamiento [2]. Tomados en conjunto que tanto la evolucién de la enfermedad como la reparacidon es un proceso
lento y para asegurar que se tenga en cuenta cualquier fluctuacion en la actividad, monitoreamos la actividad
prolongada con la misma densidad de muestreo utilizada en el monitoreo a corto plazo. Esto creé conjuntos de datos
grandes y altamente fluctuantes (Figura 32A, C). Para delinear claramente los cambios posteriores al tratamiento y
recuperar las tendencias generales en la actividad a largo plazo, comparamos el uso del agrupamiento de datos, el
filtrado gaussiano y el ajuste polindmico mediante el uso de Mathematica (Wolfram Research, Inc.).

[0299] La infeccion intracerebral con el virus de encefalomielitis murina de Theiler (TMEV) de cepas de raton
susceptibles da como resultado una enfermedad desmielinizante crénica con disfuncién neurolégica progresiva
similar a las formas progresivas de esclerosis multiple [3]. El tratamiento de este modelo con anticuerpos de clase
IgM que se unen a los oligodendrocitos mejora la remielinizacion del SNC [4]. Por el contrario, un anticuerpo
monoclonal humano derivado del suero (sHIgM12) que se une a las neuronas, promueve el crecimiento robusto de
neuritas en el mismo grado que la laminina y reduce los efectos inhibidores de la mielina del SNC sobre el
crecimiento de neuritas [5]. Mas recientemente, se generd una forma recombinante de sHIgM12 humano (rHIgM12)
con propiedades bioldgicas idénticas. Mostramos previamente que rHIgM12 tiene una vida media de 3,6 horas, pero
aun cruza la barrera hematoencefalica y se une a los tejidos nerviosos (observacion no publicada). Para estudiar los
efectos de rHIgM12 sobre la actividad de ratones infectados con TMEV, monitorizamos la actividad espontanea
durante varias semanas usando cajas de actividad AccuScan (Accuscan Instruments, Inc., Columbus, OH).
Elegimos un periodo de monitoreo de 8 semanas relativamente largo por dos razones: (1) la remielinizacion inducida
por IgM esta presente 5 semanas después del tratamiento, y (2) la enfermedad desmielinizante inducida por TMEV
en esta cepa progresa muy lentamente en comparacion con los modelos de EAE puramente autoinmunes de EM [6].
Debido a los largos periodos de observacion en comparacion con los estudios publicados anteriormente (TABLA 7),
resulté dificil identificar los cambios por inspeccion visual de los datos brutos.

TABLA 7
Duracion del monitoreo de la actividad espontanea en estudios publicados en comparaciéon con el
estudio actual
Publicacién Dur'acic')n de la sesion de actividad locomotora
registrada
Mikami et al. 2002, 2004 [14, 15] 10 minutos (10 minutos de habituacion)
Melnick y Dow-Edwards 2001 [16] 60 minutos (sin habituacion)
Chen et al. 2005 [17] 30 minutos (sin habituacion)
Torres-Reveron y Dow-Edwards 2006 [18] 60 minutos (20 minutos de habituacion)
Zhu et al. 2007 [19] 60 minutos (sin habituacion)
Li et al. 2009 [20] 3 horas (1 hora de habituacion)
gligglgr[?jQszll]nones et al., 1998; McGavern et al., 3 dias (sin habituacién)
Estudio actual 64 dias (8 dias de habituacion)

Materiales y métodos:

[0300] Ratones: Ratones SJL/J (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME) fueron alojados y criados en la instalacion
de cuidado de animales de Mayo Clinic. Los protocolos animales fueron aprobados por el Comité de Cuidado y Uso
Animal de la Mayo Clinic.

[0301] Modelo de virus de Theiler de desmielinizaciéon: La enfermedad desmielinizante fue inducida en ratones
hembra de 6 a 8 semanas de edad, por inyeccion intracerebral de TMEV. Una aguja de calibre 27 administré 100l
que contiene 2,0 x 105 unidades formadoras de placas de la cepa TMEV de Daniel. Esto dio como resultado una
incidencia >98% de infeccién con muertes poco frecuentes. Todos los animales desarrollaron encefalitis leve, que se
resolvié en 2 semanas. Los animales se empeoran durante los préximos 6-8 meses con enfermedad desmielinizante
cronica de la médula espinal. La lesién y la pérdida de Axon comienzan tres meses después de que la infeccién se
correlaciona con la disfuncion neurolégica [3].

[0302] Tratamiento de anticuerpo: Ratones SJL (no infectados, 45 y 90 dias después de la infeccién) fueron tratados
con una sola dosis de 200 ug intraperitoneal de anticuerpos (rHIgM12 o isotipo de control IgM) disuelta en 0,5 ml de
PBS. El tercer grupo se traté solo con 0,5 ml de PBS.
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[0303] Monitorizacién de actividad espontanea: la actividad locomotora espontanea se registré con el aparato de
campo abierto Digiscan (OF) (Omnitech Electronics; Columbus, OH) y el software Versamax, v.4.12-1AFE
(Accuscan Instruments, Inc., Columbus, OH). El aparato consta de seis jaulas acrilicas (40x40x30,5cm) sostenidas
por un marco de metal que contiene dos conjuntos de células fotoeléctricas. El dispositivo mide la cantidad de
movimientos horizontales y verticales discretos al tabular el numero de interrupciones proyectadas del haz infrarrojo.
En todas las jaulas, los ratones se expusieron a condiciones ambientales idénticas: (a) alimentos y agua de libre
acceso, (b) un ciclo luz/oscuridad normal de 12 horas, (c) temperatura ambiente de 70°F. En cada experimento, se
excluyeron los animales hiperactivos y, en raras ocasiones, sobrepeso, y el resto de los ratones se aleatorizaron. Se
colocaron varios grupos de 5 ratones SJL en el centro de cada jaula y se recolecto la actividad espontanea inicial
durante el periodo de 8 dias consecutivos. Después de este periodo, tres grupos de ratones con la actividad inicial
mas similar se trataron con rHIgM12, anticuerpo IgM de control o solucién salina y luego se monitorizaron durante el
periodo de 8 semanas. Los datos se recopilaron como el nimero de cortes de haz por bloques de 1 hora. Las
actividades horizontales y verticales totales se registraron utilizando el programa Versadat, v.3.02-1AFE (Accuscan
Instruments). No pudimos poner mas de 5 animales por caja de actividad porque este es el nUmero maximo de
animales permitido por el Comité de Cuidado y Uso de Animales Institucional (IACUC).

[0304] Analisis de datos: las diferencias entre los grupos de tratamiento pueden ser dificiles de apreciar estudiando
los registros originales sin filtrar (Figuras 32A-C). Para recuperar las tendencias lentas en los datos originales
altamente fluctuantes aplicamos tres diferentes métodos: 1) agrupacion, 2) aplicacion del filtro de paso bajo
gaussiano (GF) y 3) adaptacién polinomial.

[0305] EI agrupamiento de datos es el método mas simple y reemplaza un grupo de puntos de datos dentro de un
intervalo preseleccionado por su valor promedio. En nuestro caso, seleccionamos un contenedor nocturno dado que
la actividad murina alcanza su maximo en la noche. Por lo tanto, reemplazamos todas las lecturas nocturnas (12
h/dia) por su valor promedio como se muestra en las Figuras 33A, 33B, 35C, 35D, 37C y 37D. La comparacion de
grupos se puede realizar mediante una simple prueba ¢ para una diferencia de medias, con un tamafio de muestra
efectivo de 12 horas por tratamiento. Mientras que estas comparaciones son simples, el tamafo de muestra
pequefio en cada punto de tiempo da como resultado grandes errores estandar y las comparaciones estadisticas
son de uso limitado. En general, el agrupamiento de datos es un método efectivo para visualizar datos ruidosos,
pero tiene un uso limitado para las pruebas estadisticas.

[0306] El filtrado gaussiano (GF) (también conocido como filtrado de paso bajo, suavizado de datos o mejora de la
sensibilidad) es un procedimiento de reduccion de ruido comunmente utilizado en Fourier transforman la
espectroscopia y el procesamiento de imagenes [7]. GF, realizado con una seleccién adecuada de ampliacion de
Gauss (GB, en dias) filtré las fluctuaciones de alta frecuencia en un nivel deseado. La eleccién del filtro es arbitraria
y puede estar guiada por la tasa de cambios de actividad esperados. GF es un método de suavizado que utiliza
informacién de puntos tomados de ambos lados de un valor y pondera la influencia de estos puntos de manera que
la influencia se atenua de acuerdo con la funcion gaussiana. Computacionalmente, el GF se puede implementar de
dos maneras equivalentes: 1) Transformacién de Fourier (FT) de los datos, seguida de multiplicacion por una funcién
gaussiana y FT inversa del producto; y 2) convolucion directa de los datos con un kernel gaussiano. En los paquetes
de software de alto nivel (Matlab (Mathworks) o Mathematica (Wolfram)) la funcién de filtro gaussiano esta disponible
con una programacion minima o nula por parte del usuario. Con la seleccién adecuada de GB, el método GF
detallado anteriormente permite la visualizacion simplificada de datos altamente complejos y heterogéneos. Una
limitacién de GF es que, si bien permite una facil visualizacién de las tendencias, las comparaciones estadisticas se
complican por la eleccién del GB.

[0307] Para comparar y demostrar un método que permite la comparacion estadistica simplificada, ajustamos
polinomios a los datos. Estos modelos permitieron términos polindmicos a través de cualquier grado (xn) y
parametros de forma estimados por separado para cada grupo de tratamiento (términos de interaccion). Nuestra
eleccion de un polinomio de 6° grado fue arbitraria después de explorar varias opciones, pero permitio suficiente
flexibilidad para modelar efectos no lineales a lo largo del tiempo. Debido a que los diferentes grupos de tratamiento
se ajustaron de manera 6ptima utilizando polinomios de orden variable, optamos por permitir una mayor flexibilidad
de orden. Los criterios de informacion de Akaike (AIC) se utilizaron para determinar el "mejor ajuste” de las lineas
polindmicas en varios de los grupos de tratamiento [8]. AIC es un método de comparacion de modelos que equilibra
la ganancia en R? agregando términos adicionales, pero penaliza la sobrecomplejidad (es decir, el uso de grados de
libertad). En general, el ajuste de 3¢ orden fue suficiente para capturar la tendencia de los datos, y para algunos
casos el 2° orden o incluso el ajuste lineal fue "mejor" segun AIC. Sin embargo, nuestro objetivo principal fue
comparar los grupos de tratamiento en puntos temporales observados. Debido a la gran cantidad de puntos de
datos, y debido a que no estamos usando el ajuste polinémico para predecir (o extrapolar) valores de tratamiento
fuera de nuestros datos observados, el impacto del "sobreajuste" en los resultados es minimo.

[0308] Una ventaja del ajuste polinémico es que la comparacion estadistica de los grupos de tratamiento es sencilla:
los tratamientos se pueden comparar en puntos temporales especificos usando los valores del modelo predicho y los
errores estandar respectivos. Se pueden realizar comparaciones directas por parejas de tratamientos a intervalos
regulares durante todo el periodo de tiempo para determinar cuando los grupos de tratamiento han divergido
significativamente. Finalmente, el ajuste polinomial elimina el ruido adicional de frecuencia media y baja que enfoca
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la atencion visual en la tendencia general durante todo el intervalo de tiempo.

[0309] Sin embargo, dentro de cada uno de los experimentos, algunos grupos de ratones tenian una actividad
horizontal y vertical basal algo diferente (8 dias). Por lo tanto, primero usamos los valores Z para estandarizar la
actividad de la linea de base de forma independiente para cada grupo y luego realizamos el filtrado gaussiano o los
polinomios ajustados a estos valores.

[0310] Analisis estadistico: La agrupacion de datos y el filtro de paso bajo gaussiano de los datos se realizaron
utilizando un macro escrito en Mathematica (Wolfram). Macro e instrucciones estan disponibles en
mayoresearch.mayo.edu/mayo/request/rodriguez_lab/software.cfm. Los modelos de regresion polinomial y las
comparaciones estadisticas de los grupos de tratamiento se realizaron usando los valores del modelo predicho y los
errores estandar respectivos basados en la estadistica z (SAS Institute, Inc.). Las comparaciones directas por
parejas de tratamientos se realizaron para cada dia a lo largo de todo el marco de tiempo, y la significacion
estadistica se determind en el a = 0,05 umbral tipico. No se hicieron ajustes para comparaciones multiples.

RESULTADOS

rHIgM12 mejora la actividad horizontal en ratones SJL cuando se les administra a 90dpi

[0311] Se colocaron tres grupos de 5 ratones SJL 90 dias después de la infeccidn (ppp) en cajas de actividad y se
midio la actividad basal durante 8 dias consecutivos. Dos grupos de ratones fueron tratados con una unica dosis de
200 pg de rHIgM12 o un control de isotipo IgM. El tercer grupo fue tratado con solucién salina. Después del
tratamiento, la actividad espontanea se registré continuamente durante 8 semanas. Debido a que los datos se
recopilaron en blogues de 1 hora, obtuvimos aproximadamente 900 puntos de datos para cada grupo. Estos datos
brutos originales (Figuras 32A-C) son altamente fluctuantes, por lo que las diferencias entre los grupos de
tratamiento pueden ser dificiles de apreciar. Los tres métodos (agrupacion, filtrado gaussiano y adaptacion
polinémica) revelaron que los ratones tratados con rHIgM12 mostraron una mejora en la actividad horizontal,
mientras que los ratones de control tratados con IgM y solucién salina no presentaron cambios en la actividad
durante el periodo de 8 semanas (Figura 33A, C y E). Mediante el uso de comparaciones directas por parejas de
tres tratamientos después del ajuste polindmico, determinamos que la mejora en la funcion motora horizontal en
ratones tratados con rHIgM12 se volvio estadisticamente significativa el dia 7 después del tratamiento (en
comparacion con IgM de control) y el dia 11 (en comparacion con solucion salina) (Figura 34). La mejora observada
en la actividad nocturna horizontal de los animales tratados con rHIgM12 persistié durante aproximadamente 30 dias
y luego volvié a los niveles basales. La comparacion por pares de los grupos de tratamiento con IgM con solucién
salina versus control mostré significacion estadistica para los dias 38-52. Sin embargo, cuando se compara con las
principales diferencias observadas entre el grupo de tratamiento rHIgM12 y los controles, creemos que estas
diferencias entre los grupos de control no son biolégicamente significativas. Por otro lado, la actividad vertical no
mostré diferencias importantes y fue similar en los tres grupos (Figura 33B, D y F).

rHIgM12 mejora la actividad horizontal y vertical en ratones SJL cuando se administra a 45dpi

[0312] El estudio anterior utilizd la actividad vertical (comportamiento de encabritarse) como lectura primaria [1].
Debido a la desercidon axonal en ratones infectados con TMEV crénicamente, las extremidades posteriores se
volvieron progresivamente débiles y rigidas por lo que se redujo el acto de encabritarse. En el primer experimento de
este estudio, cuando rHIgM12 se administré en el momento de maxima desmielinizacion (90dpi) y el inicio de la
pérdida axonal progresiva, solo se mejor6 la actividad horizontal. EI comportamiento de encabritarse no se vio
afectado y fue equivalente en los tres grupos de tratamiento. Por lo tanto, preguntamos si el tratamiento en un
momento anterior puede ser mas beneficioso. En un segundo experimento, grupos de 5 ratones se trataron a 45 dpi
con una sola dosis de 200 ug de rHIgM12, una IgM de control de isotipo o solucion salina. Se utilizé un disefio
experimental idéntico; la actividad inicial se recogié durante 8 dias y la actividad posterior al tratamiento durante 8
semanas. En este experimento, comenzando alrededor de 2 semanas después del tratamiento, los ratones tratados
con rHIgM12 mostraron claras mejoras tanto en la actividad horizontal como en la vertical. Esto fue evidente
después de usar los tres métodos: promediar los datos, aplicar filtro Gaussiano o ajuste polindmico (Figura 35C-H).
Los ratones control IgM y solucion salina mostraron niveles de actividad similares durante el final del estudio. En
ratones tratados con rHIgM12, la mejora en la actividad horizontal fue evidente hasta que finalizé el experimento. Por
otro lado, la mejora en la actividad vertical duré aproximadamente 4 semanas y luego disminuy6 a los valores
iniciales. Las comparaciones directas por parejas de tres tratamientos mostraron que la mejora en la funcién motora
horizontal en ratones tratados con rHIgM12 divergia significativamente el dia 13 después del tratamiento (en
comparacion con la IgM de control) y el dia 9 (en comparacion con la solucion salina) (Figura 36A y C). Asimismo, la
funcion motora vertical en ratones tratados con rHIgM12 divergid significativamente el dia 14 después del
tratamiento (en comparacion con la IgM de control) y el dia 6 (en comparacién con la solucién salina) (Figura 36B y
D). La comparacion de los grupos de control con IgM frente a los tratados con solucion salina no revel6 diferencias
bioldgicas importantes para la actividad horizontal o vertical (Figura 36E y F).

rHIgM12 no altera la actividad espontanea en ratones normales no infectados
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[0313] EI tratamiento con rHIgM12 en los dos experimentos previos mostré un claro efecto beneficioso en ratones
infectados con discapacidad neurolégica. Para excluir la posibilidad de que este anticuerpo pueda tener propiedades
irritables y, por lo tanto, provoque un aumento de la funciéon motora, se realizé un experimento similar con ratones no
infectados. Tres grupos de ratones no infectados emparejados por edad se trataron con rHigM12, IgM de control o
solucién salina. Comparado con la mejora de la actividad en ratones infectados, rHIgM12 asi como los otros dos
tratamientos no indujeron ningln aumento en la funcién motora de ratones normales (Figura 37). Los tres grupos
mostraron una tendencia a disminuir en la actividad espontanea. Este resultado indica que ninguno de los
anticuerpos tiene una influencia en el aumento de la actividad en ratones normales.

DISCUSION

[0314] Existe una necesidad critica para el desarrollo de terapias neuroprotectoras para la esclerosis multiple asi
como para otras enfermedades desmielinizantes y neurodegenerativas. Aunque existen algunos farmacos
antiinflamatorios que pueden conducir indirectamente a una disminucion del dafio axonal durante la enfermedad
inflamatoria del SNC, no existen medicamentos que actuen directamente a nivel de neuronas/axones. El objetivo
principal de la neuroproteccién consiste en limitar la disfuncién neuronal y tratar de mantener la integridad funcional
de las neuronas y los axones. Durante muchos afos, la desmielinizacion, el sello patolégico de la EM, se considerd
como causa de déficits neurolégicos permanentes. Ahora esta claro que la desmielinizacion es necesaria, pero no
suficiente para la pérdida axonal permanente [9]. La desmielinizacién solo predispone a los axones desnudos a la
lesidon secundaria causada por la citotoxicidad de las células T o la pérdida del soporte neurotréfico local de los
oligodendrocitos muertos [10].

[0315] La observacion previa de que el anticuerpo de union a la neurona sHIgM12 promovid la extensién robusta de
neuritas [5] representa una clara respuesta in vitro beneficiosa. Debido a que la versiéon recombinante de este
anticuerpo mostré propiedades in vitro similares, preguntamos si afectaria la actividad motora de ratones con
enfermedad desmielinizante inducida por TMEV. El andlisis de la funcién motora se realizé6 mediante el control de la
actividad nocturna espontanea. Primero, tratamos a los ratones en el momento de maxima desmielinizacion y el
inicio de la pérdida axonal (90dpi). Ocho semanas después del tratamiento, rHIgM12 mejoré solo la actividad motora
horizontal, mientras que la actividad vertical no se vio afectada. Sin embargo, cuando los ratones fueron tratados
antes en la enfermedad (a 45dpi), rHIgM12 mejoré tanto la actividad horizontal como la vertical. En la enfermedad
cronica inducida por TMEV, el comportamiento de encabritarse (actividad vertical) es mas severamente afectado y
parece que la degeneracion y la pérdida de axones responsables de esta actividad es irreversible. Por el contrario, la
fase temprana de la enfermedad, cuando estos axones no se lesionan irreversiblemente, parece ser el momento
ideal para el tratamiento. Jones et al. utilizaron el modelo EAE y al estudiar el abandono axonal y la funcién motora
propusieron un paradigma idéntico; el tratamiento con farmacos neuroprotectores debe comenzar temprano en la
enfermedad, incluso antes de la aparicion de déficits motores [11]. En segundo lugar, debido a que la mejora
funcional ocurre aproximadamente dos semanas después del tratamiento y comienza a desvanecerse
aproximadamente entre 25 y 30 dias después, es posible que se necesiten tratamientos repetidos para mantener la
funcién motora. Desafortunadamente, en nuestros estudios, no fue posible examinar multiples dosis de IgM
humanas debido a la respuesta inmune del anticuerpo antihumano en ratones, lo que resulta en anafilaxis. A2B5 es
un anticuerpo monoclonal de ratén que también promueve el crecimiento de neuritas [5] y representa un posible
candidato para evaluar la dosificacion Unica versus multiple en el resultado funcional y su duracién de accion.
Finalmente, ninguno de los tratamientos tuvo un efecto sobre la funcién motora de animales normales no infectados.
Independientemente del tratamiento, todos los grupos de ratones normales mostraron una disminucion gradual de la
actividad espontanea, lo que puede explicarse por la habituacion al medio ambiente. Esta disminucion de la
actividad en animales normales hace que el aumento inducido por rHIgM12 en la actividad de ratones enfermos sea
incluso mas impresionante.

[0316] Hemos demostrado una mejora en la funcidén motora en un modelo crénico progresivo de enfermedad
inflamatoria desmielinizante en la cual ha sido generalmente muy dificil prevenir el desarrollo de déficits
neurolégicos. Por lo tanto, el anticuerpo monoclonal de unién a neuronas rHIgM12 representa un agente terapéutico
muy prometedor para el tratamiento no solo de la EM humana, sino también de otros desérdenes desmielinizantes o
neurodegenerativos. Ademas, debido a que hay ejemplos de ataques de EM clinicamente silenciosos [12, 13],
nosotros y otros hemos propuesto que los compuestos neuroprotectores se complementen con agentes
inmunomoduladores [11]. Proponemos que el tratamiento combinado de farmacos inmunomoduladores y rHIgM12
puede dar lugar a una mejora significativa de la preservacion y reparacion del SNC después de una lesion axonal.

[0317] Tomados en conjunto, los resultados de este estudio proporcionan tres conclusiones importantes: 1) la etapa
de la enfermedad cuando se administra el tratamiento es critica (el tratamiento temprano es mas beneficioso); 2)
para mantener adn mas la funcion motora mejorada, puede haber una necesidad de tratamientos repetidos y 3)
rHIgM12 no es toxico y no afecta la funcion motora en animales normales no infectados. Los hallazgos son
consistentes con la hipétesis de que un anticuerpo recombinante que se dirige a las neuronas mejora la funcién
neurolégica en un modelo axonal crénico de desmielinizacion.
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EJEMPLO 20: Anticuerpos monoclonales humanos protectores de neuronas para el tratamiento de la
enfermedad de la neurona motora

[0319] La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurolégica devastadora que afecta principalmente
a las células del asta anterior y a las neuronas del tracto corticoespinal. ELA es una enfermedad de la neurona
motora caracterizada por la degeneracion progresiva de las células motoras en el cerebro y la médula espinal. Las
células motoras (neuronas) controlan los musculos que permiten a un individuo moverse, hablar, respirar y tragar.
Sin nervios para activarlos, los musculos se debilitan y se desperdician gradualmente. A pesar de la extensa
investigacion, la etiologia de este trastorno es en gran parte desconocida, y no hay tratamientos efectivos. Los genes
implicados en una minoria de pacientes con una forma genética rara de ELA proporcionan una pista potencial para
este trastorno. [1] Una mutacion genética identificada ha sido la mutacién Cu/Zn SOD (dismutasa de superoxido de
cobre/zinc), que esta presente en un pequefio porcentaje de pacientes con la forma genética de ELA. [2] Es evidente
que los pacientes portadores de las mutaciones SOD tienen resultados neurolégicos muy similares en comparacion
con los pacientes que desarrollan la enfermedad espontaneamente sin una mutacién genética asociada. [3] Esta
enzima cataliza superéxido a oxigeno y peroxido de hidrogeno. SOD1 es la forma de la enzima asociada con ELA.
Parece haber una ganancia de funcion de SOD1, que afecta el transporte axonal rapido. [4] La frecuencia de la
mutacion SOD en ELA familiar varia de 12 a 23% y el gen generalmente se hereda como dominante autosémico.

[0320] La identificacion del gen permitié el desarrollo de modelos animales con caracteristicas de enfermedad de
ELA para disefiar y probar nuevos farmacos. Debido a que las formas de ELA heredadas y no heredadas son
enfermedades similares, la causa subyacente puede estar relacionada. Por lo tanto, los medicamentos que son
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efectivos en los modelos de raton de ELA heredado también pueden funcionar en personas con las formas
aleatorias de ELA mas comunes. La disponibilidad de modelos de ratones transgénicos con genes humanos SOD1 y
las caracteristicas patolégicas de ELA han avanzado en el desarrollo de farmacos para la enfermedad. [5] Estos
ratones transgénicos desarrollan una pérdida progresiva de neuronas motoras y déficits neuroldgicos. Debido a que
las formas de ELA heredadas y no heredadas son similares desde el punto de vista clinico, los defectos subyacentes
en la funcion de la neurona motora pueden estar relacionados. Los reactivos eficaces en ELA ligado a SOD1
también pueden ayudar a las formas esporadicas mas prevalentes de ELA. En la actualidad, solo hay un
medicamento en el mercado para ELA, el medicamento bloqueador de glutamato Rilutek® (tabletas de Riluzole). Sin
embargo, los estudios han demostrado que este medicamento no mejora la calidad de vida del paciente y solo
puede prolongar la vida un promedio de 2 meses. Es evidente que se necesitan medicamentos mas eficaces.

[0321] EI laboratorio ha desarrollado nuevas terapias para el tratamiento de trastornos desmielinizantes y
degenerativos del sistema nervioso central (SNC) [6] y ha identificado una serie de anticuerpos monoclonales
humanos (mAb) que se unen a oligodendrocitos [7] o neuronas, [8] que se ha demostrado que inducen la reparacion
en el SNC. Estos anticuerpos han sido clonados, secuenciados [9] y producidos en grandes cantidades en una
instalacion GMP para futuros ensayos clinicos. [10] El anticuerpo humano recombinante IgM12 (rHIgM12) se deriva
de un anticuerpo aislado de un paciente con macroglobulinemia de Waldenstrom. [11] Este anticuerpo marca
especificamente las neuronas y los axones del SNC. [8] A pesar de ser un anticuerpo IgM, IgM12, como se muestra
en los ejemplos anteriores, cruza la barrera hematoencefalica y se une especificamente a los axones y neuronas
dentro del SNC. RHIgM12 in vitro se une a una amplia gama de neuronas, incluidas las neuronas granulares
cerebelosas, las neuronas corticales, las neuronas hippocapmicas y las neuronas de células ganglionares de la
retina. [12] Los experimentos in vifro demuestran que rHIgM12 protege a las neuronas de la muerte celular. El
anticuerpo monoclonal rHIgM12, administrado a pacientes en etapas tempranas de ELA (tanto la forma genética
como la forma espontanea de la enfermedad), puede actuar para proteger las células del asta anterior y prevenir la
lesion del axén y asi retrasar el inicio de la discapacidad y mejorar la supervivencia.

RESULTADOS

[0322] Hemos realizado experimentos que tratan ratones con la mutaciéon G86R hSOD1 [13] (FVBTg SOD1 G86R
M1Jwg, Jackson Labs) con el anticuerpo humano rHIgM12. Los ratones G86R parecen normales al nacer. Sin
embargo, a partir de aproximadamente 90-100 dias de vida, experimentan una pérdida pronunciada de peso,
desarrollan atrofia muscular significativa y fallecen por insuficiencia respiratoria pocas semanas después de la
pérdida de peso precipitada. ; LUDOLPH? En un ensayo aleatorizado y "ciego", estos ratones recibieron rHIgM12
purificado con GMP a la edad de 55 dias como una sola dosis intraperitoneal (200 ug). Por el contrario, el grupo
placebo recibié solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Algunos ratones no se trataron para determinar el
curso natural de la enfermedad sin manipulacion humana. Debido a que los datos para ratones tratados con PBS y
no tratados fueron similares, los grupos se combinaron para analisis estadisticos. Los ratones fueron aleatorizados
para ser tratados por un investigador en nuestro laboratorio y fueron observados por déficits neuroldgicos por otro
investigador "ciego" hasta que se volvieron moribundos. Los investigadores tratantes y otros investigadores que
realizaban los analisis patolégicos desconocian el protocolo de aleatorizacién hasta que se rompié el codigo.

[0323] Los animales se pesaron semanalmente para determinar si el tratamiento con los mAb humanos no solo
aumentaria la supervivencia sino que también retrasaria el inicio de la pérdida de peso. Los resultados fueron
sorprendentes y mostraron un aumento estadisticamente significativo en la supervivencia de los animales que
recibieron rHIgM12 en comparacién con los animales que recibieron PBS. En promedio, los investigadores
registraron una supervivencia aumentada de 25 a 30 dias, que, por las curvas de Kaplan-Meier (FIGURA 38), mostro
significacion estadistica (P=0,008). Ademas, los ratones tratados con rHIgM12 tuvieron una pérdida de peso menos
pronunciada (FIGURA 39), un parametro comunmente evaluado en la evaluacion de la progresion de la enfermedad
en animales. [18] Hasta donde sabemos, esta es la primera demostracién de un anticuerpo monoclonal humano
completamente recombinante dirigido contra neuronas que es eficaz para aumentar la supervivencia de animales
con un fenotipo ELA.

[0324] Cuando los animales alcanzaron la fase moribunda, fueron sacrificados y perfundidos con el fijador de Trump.
Las médulas espinales se retiraron y se cortaron en bloques de 1 mm y se embebieron en plastico Araldite para
secciones de espesor de 1 pM. Estas secciones se examinaron histolégicamente. Los animales que desarrollaron
ELA a partir de la mutacion SOD mostraron una degeneracion axonal significativa en los tractos de sustancia blanca,
de modo que cuando el axén se colapsa, se desarrollan espirales de mielina relativamente faciles de identificar en la
sustancia blanca de la médula espinal. Cuando se cuantifico el nUmero de espirales de la médula espinal (axones
degenerados) en secciones toracicas en animales que recibieron rHIgM12 frente a PBS, hubo una disminucién
estadisticamente significativa en el nimero de espirales de mielina en animales tratados con terapia de anticuerpos
monoclonales (FIGURA 40).

[0325] Las secciones de la médula espinal también se tifieron con un anticuerpo para NeuN, un marcador que
marca especificamente las neuronas en el SNC y define muy bien las células del asta anterior, asi como las
neuronas en el asta posterior. Se cuantificaron varias células del asta anterior a nivel de la médula espinal toracica
en animales que recibieron rHIgM12 en comparacion con PBS (FIGURA 41, izquierda). Hubo una diferencia

67



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 662 100 T3

altamente estadistica con un aumento en el nimero de células preservadas del asta anterior en animales que
recibieron rHIgM12 frente a PBS. Un analisis similar sobre las neuronas en los astas posteriores también reveld un
aumento significativo en las neuronas de los ratones tratados con rHIgM12 (FIGURA 41, derecha).

[0326] El anticuerpo humano, rHIgM12, se une a la superficie de muchos tipos de neuronas del SNC obtenidas de
muchas especies que incluyen ratones, seres humanos (FIGURA 42), conejos y primates. Esto proporciona
evidencia de que la sefalizacion de la neurona rHIgM12 se conserva en mamiferos, incluidos ratones y humanos.
Nuestros estudios en los ratones SOD sugieren que la proteccion de las células del asta anterior y posterior de la
muerte puede conducir a menos axones degenerativos de la médula espinal y a una mayor supervivencia de los
animales. Los experimentos descritos anteriormente en los Ejemplos anteriores con neuronas corticales en cultivo
demuestran que el tratamiento de neuronas con rHIgM12 puede protegerlos de la muerte celular (véase la FIGURA
3). Las neuronas corticales cultivadas a partir de ratones neonatales se expusieron a concentraciones muy altas de
peroxido de hidrégeno para determinar una concentracion en la que el 90% de las neuronas moririan. Las neuronas
expuestas al peroxido de hidrégeno se trataron al mismo tiempo con rHIgM12 u otra IgM humana que no se une a
las neuronas. El tratamiento con rHIgM12 result6é en la preservacion del 80% de las neuronas. Por el contrario, el
tratamiento con una IgM de control dio como resultado la muerte del 90% de las neuronas después de la exposicion
al peréxido de hidrégeno. Nuestra hipotesis es que rHIgM12 extiende la esperanza de vida en animales con ELA al
proteger las neuronas de la muerte celular.

[0327] Los anticuerpos humanos también se ensayaron como sustratos en placas de cultivo tisular, y se compararon
para la capacidad para promover la extension de proceso de células normales de las neuronas del cerebelo o
corticales. rHIgM12 y sHIgM42, anticuerpos que se unen a la superficie de las neuronas, y rHIgM22 y sHIgM39,
anticuerpos que no se unen a las neuronas, se compararon con el potente proceso que soporta la molécula de la
matriz extracelular, la laminina. El crecimiento de neuronas en un sustrato de anticuerpos humanos rHIgM12 o
sHIgM42 dio como resultado una extension dramatica del crecimiento neuronal, similar a la observada con laminina
[8]. Este estudio también mostré que las neuronas se comportan normalmente en presencia de rHIgM12.

[0328] Se ha aceptado generalmente el dogma de que las IgM con un peso molecular de cerca de 1 millén son
demasiado grandes para cruzar la barrera hematoencefalica (BHE) de la circulacién para entrar en el SNC [15] [16].
Sin embargo, cada vez hay mas evidencia de que algunos anticuerpos cruzan la BBB. Hemos descrito anteriormente
la deteccion de rHIgM12 dentro de la médula espinal después de la inyeccion periférica. Se administraron 1,0 mg de
rHIgM12 o una IgM humana de control por via intraperitoneal a ratones con lesiones de la médula espinal
desmielinizadas. Cuatro horas mas tarde se sacrificaron los ratones y se inmunotifieron secciones de la médula
espinal para detectar la presencia de una cadena mu de IgM humana y anti-neurofilamento. En los ratones que
recibieron rHIgM12, la microscopia confocal demostré la cadena mu humana en las lesiones desmielinizadas co-
localizadas con antineurofilamento, un marcador de axones, en tramos paralelos y como haces cortados en el
extremo (véase la FIGURA 15). La IgM humana no se encontr6 dentro de las lesiones de la médula espinal de los
ratones que recibieron una IgM de control.

[0329] Si bien los estudios proporcionados son en modelos animales, hay una serie de aspectos tentadores de estos
resultados de investigacion que indican ademas que este nuevo enfoque sera eficaz en pacientes humanos. De
manera importante, el anticuerpo IgM12 descrito y utilizado en la presente invencién es un anticuerpo monoclonal
completamente humano. Como resultado, solo una sola dosis de este anticuerpo puede usarse en ratones. Las
dosis posteriores causan que los animales desarrollen una respuesta inmune al anticuerpo que da como resultado
neutralizacion de rHIgM12 o la muerte del animal debido a anafilaxia. Sin embargo, dado que estos son anticuerpos
humanos "verdaderos", es poco probable que los pacientes humanos tratados con rHIgM12 desarrollen una
respuesta inmune contra ellos. Ademas, rHIgM12 se puede administrar de manera continuada intermitente a
pacientes sin efecto perjudicial o desarrollo de una reaccién de bloqueo de anticuerpos. Debido a que rHIgM12 es un
autoanticuerpo humano natural, los efectos secundarios adversos son poco probables, y por lo tanto, esperamos
que la toxicidad de este agente sea minima. Hay mucha evidencia de que rHIgM12 sera seguro para los humanos.
Antes de estos resultados positivos en el modelo ELA, la forma sérica del anticuerpo, sHIgM12, se ensayd en varios
modelos de enfermedad neurolégica sin toxicidad, como se describidé anteriormente en este documento. En estos
estudios hemos encontrado, 1) ningdn aumento en la patologia del SNC en ratones con virus mediada por
desmielinizacion después de una dosis de 1 mg, 2) ningin aumento en la gravedad de las puntuaciones clinicas en
ratones con EAE activa después de una dosis de 200 ug y 3) la sangre limpia quimica y patologia tisular en ratones
CD-1 normales después de una dosis de 300 ug. Aun asi, es notable que una sola dosis para un ratén en un modelo
animal reconocido de ELA dio resultados notables.

[0330] rHIgM12 ya se ha cultivado en una instalaciéon GMP segun las directrices de la FDA, y, segun las directrices
de la FDA, se han generado y almacenado lineas celulares transfectadas estables sin ninguna infeccion adventicia.
Estas lineas celulares han sido probadas contra un panel de >50 organismos infecciosos, todos con resultados
negativos. Ademas, las lineas celulares producen grandes cantidades de anticuerpos en el cultivo de tejidos (150
pg/ml). Se ha establecido una metodologia para purificar rHIgM12 hasta >97% de pureza sin virus adventicios, ADN,
ARN u otro material extraio de acuerdo con las directrices de la FDA, proporcionando una fuerte base preclinica
para rHIgM12 en futuros ensayos clinicos de fase inicial en pacientes con etapas tempranas de ELA.
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ESTUDIOS EN CURSO

[0331] Habiendo mostrado anteriormente que el anticuerpo monoclonal humano recombinante (rHIgM12) puede
prolongar la supervivencia en un modelo transgénico de ELA humana previniendo la pérdida de células del asta
anterior y axones, se estan realizando estudios para generar datos preclinicos a través de farmacocinética y
toxicologia para avanzar hacia un ensayo clinico de fase | en pacientes con ELA.

Estudios cegados versus Placebo Ab

[0332] Un estudio controlado con placebo definitivo "cegado”, se realiza en dos cepas de ratones SOD con el
fenotipo ELA (SOD1 G86R y G93A), probando anticuerpo humano rHIgM12 recombinante frente a un anticuerpo
humano de control de isotipo, sHIgM39. La eficacia de una sola dosis de 200 pg de anticuerpo humano
recombinante, rHIgM12, se prueba para reducir la enfermedad, tanto en los modelos de ratones transgénicos
mutantes tanto G86R como G93A SOD1 [14] (B6 Cg-Tg SOD1 G93A 1Gur, Jackson Labs), en comparacion con una
dosis de 200 pg de un anticuerpo humano de control de isotipo, sHIgM39. El tratamiento con anticuerpos se realiza a
los 55 dias de edad siguiendo la recomendacion de ENMC de tratamiento previo al inicio [18], con resultados que
reflejan los estudios piloto que compararon rHIgM12 con PBS (Figuras 38-41). Los puntos finales primarios son la
supervivencia y la prevencion de la pérdida de peso. Cada grupo experimental consta de 24 ratones, que es
suficiente para detectar una diferencia basada en los datos anteriores. Ademas, el SNC se examina en todos los
ratones después del sacrificio para determinar el nimero de células del asta anterior en la médula espinal media
toracica usando una etiqueta para NeuN. Se cuenta el numero de axones degenerados indicados por espirales de
mielina anormales. Se incluye el modelo mutante G93A SOD1 (B6.Cg-Tg) SOD1G93A) 1Gur/J # 004435, Jackson
Laboratory porque este es el primer modelo genéticamente basado, mas ampliamente utilizado y mejor
caracterizado de ELA y permite comparar los resultados con rHIgM12 a una amplia base de datos de paradigmas de
tratamiento. Los ratones G86R tienen un inicio tardio de la enfermedad (7 meses) y una progresion rapida; mientras
que los ratones G93A tienen un inicio mas rapido (3-4 meses) con una progresion mas lenta. Este estudio controla la
introduccion de una proteina extrafia en ratones SOD1 y también aborda los conceptos de mecanismo de accion. El
caracter de unién a neuronas de rHIgM12 es critico y una IgM que no se une a las neuronas no deberia mejorar la
enfermedad. El punto final primario en este estudio es una mayor supervivencia (10% o mas, P <0,05) y una menor
pérdida de peso (10% o mas, P <0,05). La mejora en al menos una cepa de ratones SOD1 se considera un éxito.
Todos los ratones se sacrifican en el momento en que no pueden enderezarse a si mismos dentro de 15-30
segundos si se los coloca en ambos lados. Los criterios de valoracion secundarios miden el numero de axones
degenerados, como lo indican los verticilos de mielina anormales, y la densidad de las células del asta anterior
positivas a NeuN en el nivel toracico (T6) de la médula espinal. Se consideran eventos adversos si los ratones
tratados con rHIgM12, 1) pierden un 20% mas de peso corporal en comparacion con los controles, 2) desarrollan
convulsiones, 3) tienen una tasa de mortalidad del 20% mayor que los controles.

Estudio de titulacion de dosis

[0333] Tras los resultados positivos en el estudio anterior, se lleva a cabo un estudio de titulacion de dosis (una
dosis Unica de 0, 5, 50, 100 y 250 pg por ratéon administrado a los 55 dias de edad) para determinar la dosis minima
requerida para proteger a los ratones SOD1 de la muerte. La espectroscopia MR del tronco cerebral de raton se usa
para medir el N-acetilo aspartato (NAA). Hemos demostrado en otros modelos de enfermedad neuroldgica que la
NAA en el tallo cerebral es un excelente indicador sustituto de la salud del axén en toda la médula espinal. [17] Los
datos de espectroscopia de MR ayudan a validar NAA como un marcador sustituto de la eficacia de anticuerpos en
potenciales ensayos en humanos usando rHIgM12. Se administra una dosis Unica de 0, 5, 50, 100 y 250 ug por via
intraperitoneal a los 55 dias de edad a grupos de 20-24 ratones SOD1. Los puntos finales primarios y secundarios y
los eventos adversos son los mismos que los descritos anteriormente con la adicion de espectroscopia de RM en el
tallo cerebral para medir el aspartato de Nacetilo (NAA). La espectroscopia MR es recogida para cada raton el dia
del tratamiento con anticuerpos, a los 100 dias de edad e inmediatamente antes del sacrificio. Un aumento del 10%
(P<0,05) en la concentracion de NAA del tallo cerebral en cualquier grupo tratado con rHIgM12 en el examen de 100
dias o final compard los ratones tratados con solucion salina se considera una mejora.

Estudios farmacocinéticos y BBB

[0334] Los estudios se realizan en ratones SOD1 G86R y G93A a los 50-70 dias de edad [18] después de una Unica
dosis intravenosa de 200 pg, usando un sistema de deteccion ELISA establecido que detecta especificamente IgM
humana en el fondo de inmunoglobulina sanguinea de ratén normal. La IgM humana se mide en la sangre en varios
puntos de tiempo después de la dosificacion (0, 15 min, 30 min, 1 h, 4 h, 8 h, 12 h, 18 h, 24 h, 2 dias, 3 dias, 5 dias y
7 dias) Debido a que el volumen de sangre de los ratones es pequefio (total <1,5 ml), se utilizan tres ratones
individuales para cada punto de recoleccion.

[0335] Se propone rHIgM12 para actuar directamente sobre el sistema nervioso, cruzar la barrera hematoencefalica
después de la inyeccion periférica de interactuar con las neuronas para protegerlas de la muerte. Es posible, pero
poco probable, que el anticuerpo humano no cruce la barrera hematoencefalica, pero estimula aspectos de una
respuesta inmune, que luego proporciona proteccion axonal. El rastreo in vivo de rHIgM12 marcado con 35S se usa
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para abordar completamente esta cuestion. Se siguen dos niveles de dosis de rHIgM12 marcado con 35S, 250 ug y
la dosis efectiva minima establecida anteriormente, en ratones SOD1 a los 50-70 dias de edad. Después de una
dosis intravenosa de rHIgM12 marcada con 35S, se determina el porcentaje de 35S que cruza la barrera
hematoencefalica y se encuentra en el parénquima de cerebro/médula espinal a las 4, 8, 24, 48 y 72 horas después
de la inyeccion. Ademas, el sitio de localizacion 35S en el cerebro/médula espinal se determina usando técnicas de
autorradiografia ya publicadas. [19]

Estudios de vida media en suero

[0336] La cinética sanguinea para rHIgM12 se realiza usando una dosis de 200 ug en la(s) cepa(s) SOD1 en la que
rHIgM12 demostro eficacia. El estudio se realiza en grupos de 3 ratones SOD1 por punto de tiempo; 13 puntos de
recoleccion durante 7 dias después de la inyeccion intravenosa. Los ratones SOD1 se tratan a los 50-70 dias de
edad para comprender la cinética de los anticuerpos en el momento del tratamiento. Se determinara la semivida en
suero rHIgM12, la saturacion de la exposicion y la presencia de IgM Abs neutralizante. Los estudios que siguen
rHIgM12 marcados isotdpicamente (35S) requieren la determinacion de la dosis efectiva minima descrita
anteriormente. A ratones SOD1 se les da una sola dosis intravenosa de 250 ug y la dosis eficaz minima de rHigM12
(que contiene al menos 1x107 cpm) [19] a 50-70 dias de edad para abordar si rHIgM12 entra en el SNC en el
momento del tratamiento terapéutico. A las 4, 8, 24, 48 y 72 horas después de la inyeccion, los principales tejidos se
eliminan de forma aguda, incluidos el cerebro, la médula espinal, el higado, el corazén, el pulmén, el estémago, el
intestino, el musculo, el bazo, el higado y el pancreas. Se extrae una porcion de 150 mg de tejido, se pesa, se
solubiliza en Soluble (Perkin Elmer) y se determinan cpm en fluido de centelleo (Ultima Gold, Perkin Elmer). rHIgM12
isotopicamente etiquetado se localiza en las secciones de la médula espinal mediante autorradiografia [19]. En este
experimento, el punto final primario es una acumulacién de is6topo 35S en el cerebro o la médula espinal de ratones
a las 4, 8, 24, 48 y 72 horas después de la inyeccion de rHIgM12 en comparacion con los controles de punto de
tiempo cero. Un aumento del 50% (P<0,05) en los conteos de 35S/mg en todo el cerebro o la médula espinal en
cualquier momento se considera significativo y la evidencia de que el rHIgM12 puede ingresar al SNC. Para estudios
de autorradiografia, los ratones se dosifican con rHIgM12 marcado y se retiran las médulas espinales en un
momento en el que se aumentd rHIgM12 en el SNC. Un aumento del 50% en los granos de plata/mm2 sobre las
neuronas en las secciones de la médula espinal se considera una evidencia significativa de la seleccion de
anticuerpos in vivo.

Estudios iniciales de toxicidad

[0337] Los experimentos se llevaron a cabo con rHIgM12 para determinar si el anticuerpo es toxico en ratones y
conejos CD-1 normales. Grupos de 10 ratones normales CD-1 de ambos sexos se administran 1 vez (1X), 10 veces
(10X) y 20 veces (20X) la dosis eficaz minima de rHIgM12 determinada anteriormente o solucién salina por via
intravenosa una vez o diariamente durante 7 dias. Dos semanas mas tarde, la sangre y los tejidos se recogen
mediante una necropsia "total" y se analizan. Las secciones de tejidos de todos los 6rganos principales son
examinadas "cegadas" por un patélogo veterinario con experiencia en evaluaciones de toxicologia. La sangre se
caracteriza en quimica y hematologia para el panel habitual de examenes de toxicologia que incluye estudios de
sangre para enzimas hepaticas, enzimas del corazoén, electrolitos y efectos en el grupo de hematologia. Se realizan
estudios de exposicion idénticos en una especie no roedora; dos conejos de cada sexo se examinan con cada dosis.
Ademas, los estudios de reactividad cruzada de tejidos que usan rHIgM12 se usan para determinar si el anticuerpo
se une a cualquier otro tejido u érgano. Un panel de secciones de tejido incluidas en parafina de ratén, conejo,
primate y humano (Zymed) esta inmunomarcado con rHIgM12 o una IgM humana de control. La intensidad y las
estructuras unidas dentro de cada tejido se visualizan y se comparan con rHIgM12 y el marcado de IgM de control
de cortes de tejido vivo cortados con un cortador de tejido [7] ya que esto imita mas de cerca la situacion in vivo.
Ademas, la union de rHIgM12 y un anticuerpo de control se examina en tejido humano y de primate congelado de
manera compatible con la seccion de toxicologia preliminar de una solicitud de Nuevo Medicamento Investigativo a
la FDA. Los estudios de reactividad cruzada de tejido proporcionan pistas sobre qué érganos se deben controlar
particularmente durante los estudios de exposicion en ratones y conejos.

Enlace de tejido

[0338] Después de la determinacion de la eficacia, estos estudios abordan la unién a tejidos diana y no de diana.
Las matrices de tejido disponibles comercialmente (Zymed) y secciones de humano y mono cynomolgus (Charles
River) estan inmunomarcadas con 10 pg/ml de rHIgM12 y control de IgM humana, sHIgM39. La intensidad de la
etiqueta se compara con imagenes digitales. La unién de rHIgM12 a matrices de tejidos embebidos en parafina
fijados y cerebro y médula espinal humanos y de primate congelados se compara con la union de anticuerpos
observada en cortes de cerebelo de ratén vivo. La unién de anticuerpos a cerebelo vivo corta un ensayo de potencia
estandar que hemos utilizado y el primer cribado en el que se identifico la forma sérica de rHIgM12.
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<210>1
<211>118
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Glin
Thr
Tyr
Gly
Ser
65

Asn
Arg
Leu

<210> 2

<211> 354
<212> ADN

Val
Leu
Trp
Tyx
50

Arg
Leu

Ser

Val

<213> Homo sapiens

<400> 2

caggtgecage
acatgcactg
ccagggaagy
cctteecectea
aacctgaggt
attaggggcect

<210>3
<211> 104
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
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Ser
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ggttcgacce
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Ile
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gggcccagga
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gattggatat
caccatatca
cgcagataca

ctggggccag

Gly
Val
Ser
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Ser
Asp
Ala
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ctgctgaage
ctttactact
atctattecca
ctggacacgt
gcggtectatt
ggaaccetgyg

Pro
Ser
25
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Thr
Thr

Asp

Phe
105
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Gly
Gly
Gly
Asp
Ser
Thr
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Leu
Gly
Lys
Tyxr
Asn
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Ala

Pro

Leu
Ser
Glu
Asn
60

Asn

Val

Trp

cttecggagac
ggagctggat
gtggaagcac
caaacaaccy
ggtgtgcgag
tcaccgtetce

Lys
val
Pro
45

Pro
Arg
Tyr

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Ser
Phe
Trp

Gln
110

Ser
15

Leu
Trp
Leu
Ser
Cys

95
Gly

cctgteccte
ccggeagtee
cgattacaac
gttttececta
aagtgcgtca
ctca

Glu
Tyr
Ile
Arg
Leu
Ala

Thr

60

120
180
240
300
354
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65

Gly
1
Ser

Phe
Asp
Tyr
65

Gly

Lys
<210> 4

<211> 310
<212> ADN

Ser
Pro
Leu
Ile
50

Ala

Thr

Glu

Ala
Sex
Pro
35

Ser
Ala

Asp

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 4

gagtgcatce
gagcagcgtyg
ctggaaatac

agggggcaag
cacagacgaa

geectetteca

<210>5
<211> 112
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Val

Asp
Thr
Lys
Lys
65

Lys

His

Ser
Asp
Asp
Ser
Thr
Glu

Asn
160

Ala
Thr
Ser
Thr
Ser
His

85
Val

gcceccaaccee
gecegttgget
aagaacaact
tacgcageea
cacgtggtgt

ES 2 662 100 T3

Pro Th
Ser Se
Ile Th
Arg G1
55
Gln Va
70
Val Va

Pro Le

r Leu
r Val
r Phe
40
y Phe
1 Leu

1 Cys

u Pro

ttttcecect
gectegeaca
ctgacatcag
cctecacaggt
gcaaagtcca

Phe
Ala
25

Ser
Pro

Leu

Lys

cgtctcctgt
ggacttectt
cagcacccgyg ggcttececat
gctgectgect
gcaccecaac

Pro
10

Val
Trp
Ser

Pro

Val
90

Leu
Gly
Lys
Val
Ser

75
Gln

vVal
Cys
Tyr
Leu
60

Lys

His

gagaattece
ccegacteca

tccaaggacy
ggcaacaaag

Ser Cys

Leu Ala
30

Lys Asn

45

Arg Gly

Asp Val

Pro Asn

Glu
15

Gln
Asn
Gly

Met

Gly
95

cgtcggatac
tcactttcte
cagtcctgag
tcatgecaggyg
aaaagaacgt

Asn
Asp
Ser
Lys
Gln

80
Asn

60

120
180
240
300

310

Ile Ala Glu Leu Pro Pro Lys Val Ser Val Phe Val Pro Pro Arg

Gly
Gly
Gln
50

Glu
Glu

Arg

Phe

Phe

35

val
Ser
Ser

Gly

Phe
20

Ser
Gly
Gly

Asp

Leu

100

Gly Asn
Pro Arg
Ser Gly

Pro Thr

70

Trp Leu
85
Thr Phe

Pro Arg

Gln Ile

40

Val Thr

55

Thr Tyr
Ser Gln

Gin Gln

Gln
Thr
Lys
Ser

Asn

Lys

105

73

10
Ser

val
Asp
val
Met

30
Ala

Ser
Gln
Thr
75

Phe

Ser

Leu Ile

Trp Leu
45

val Gln

60

Ser Thr

Thr Cys

Ser Met

Cys
30

Arg
Ala
Leu

Arg

Cys
110

15
Gln

Glu
Glu
Thr
Val

g5
Val

Ala
Gly
Ala
Ile
80

Asp

Pro
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

6

336

ADN

Homo sapiens

6

gtgattgctg
ggcaacccee
caggtgtect
caggctgagyg
aaagagagcg
accttcecage

7

106

PRT

Homo sapiens

7

Asp Gln
Ser Ile

Leu Thr

Asp
Phe

Thr

agctgectee
gcaagtccaa
ggctgcgega
ccaaagagtce
actggctcag
agaatgcegte

Thr Ala

Leu Thr
20

Tyr Asp

35

Glu Ala
50
Thr Phe
65
Ser Gly

Pro Leu

8

318

ADN

Homo sapiens

8

gatcaagaca
accaagtececa
atctecctgga
caccceaatg

toeggggaga
accatctccec

9

131

PRT

Homo sapiens

9

Val
Ser
Glu

Lys

Lys Thr

Ala Val
Phe
85
Thr

Arg

Gln
100

cagccatceg
ccaagttgac
cocgcecagaa
ccactttcag
ggttcacgty
ggceecaag

ES 2

caaagtgagce
gctecatectge
ggggaagcag
tgggccecacy
ccagageatg
ctcecatgtgt

Ile Arg

Lys Ser

Ser Val

Val

Thr

Thr

662 100 T3

gtcttegtee cacccegega
caggccacgyg gtttcagtcec
gtggggtctg gcgtcaccac
acctacaagg tgaccagcac
ttcacctgee gegtggatca

gtcecee

Ala
10
Leu

Phe Ile Pro

Lys Thr
25
Ile

Cys

Ser Trp Thr

40

Thr
55
Glu

His

Gly
70
Thr Cys

Ile Ser

ggtcttegee
ctgectggte
tggcgaaget
cgecegtgogt
caccgtgace

Asn
Ala
Thr

Arg

Ile Glu Ser
60

Glu

Ser

Ser Ile Cys
75
Val Thr His

90
Lys

Thr

Pro
105

cggettette 60
ccggeagatt 120
ggaccaggtg 180
actgaccatc 240
caggggectg 300
336

Phe
15
Thr

Pro Ser Ala
Val
30

Gln

Leu Asp

Arg Asn Gly

His Pro Asn Ala
Asn
80

Ser

Asp Asp Trp
Pro

95

Asp Leu

60

atcccceceat
acagacctga
gtgaaaacce
gaggccagea
cacacagacce

74

cetttgecag
ccacctatga
acaccaacat
tetgcgagga
tgcecteges

catcttecte
cagcgtgace
ctecgagagce
tgactggaat
actgaagcag

120
180
240
300
318



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ES 2 662 100 T3

Gly vVal Ala Leu His Arg Pro
1 5
Glu Gln Leu Asn Leu Arg Glu
20
Gly Phe Ser Pro Ala Asp Val
35
Pro Leu Ser Pro Glu Lys Tyr
50 55
Gln Ala Pro Gly BArg Tyr Phe
65 70
Glu Glu Trp Asn Thr Gly Glu
85
Ala Leu Pro Asn Arg Val Thr
100
Lys Pro Thr Leu Tyr Asn Val
115
Thr Cys Tyr
130
10
392
ADN
Homo sapiens
10
gggtggccect gcacaggcce gatgtctact
tgecgggagte ggccaccatc acgtgectgg
tgcagtggat gcagaggggy cagcccttgt
tgccectgagee ccaggceccca ggecggtact
aggaatggaa cacgggggag acctacacct
gggtcaccga gaggaccgtg gacaagtcca
tggtcatgtc cgacacagcet ggcacctgct
11
105
PRT
Homo sapiens
11
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20
Leu Asn Trp Tyr Giln Gln Lys
35
Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Arg
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

Asp Val
Rla
25
Val

Ser

Phe
40
Val Thr

Ala His

Thr Tyr

Tyxr
Thr
Gln
Ser
Ser

Thr

Leu
Ile
Trp

Ala
60
Ile
75
Cys

90

Glu Arg

105
Ser Leu

120

tgctgecace
tgacgggcett
cececeggagaa
tcgeccacag
gegtggtgge
ccggtaaace
ac

Pro Ser

10
Ala
25

Gly

Arg

Pro
40
Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln
90

Glu

105

val

75

Thr

Val

Ser
Ser
Lys
val
Ser

Gln

Val

Met

agccegggag
ctetecegeg
gtatgtgace
catcctgace
ccatgaggcc
caccctgtac

Leu Ser

Gln Ser

Ala Pro

Ser
60
Ser

Pro

Val
75

Ser Tyr

Leu
Thr
Met
Pro
Leu
Val
Asp

Ser

Pro Pro

Leu
30
Arg

Cys

Gln
45
Met Pro

Thx Val

Val Ala
Ser
110
Thr

Lys

Asp
125

cagctgaace
gacgtcttcg
agcgecccaa
gtgtccgaag
ctgceccaaca
aacgtgtccec

Ala Ser

Val

Ala
15
Val

Gly
Glu
Ser

His
95
Thr

Ala

60

120
180
240
300
360
392

15

Ile Ser
30
Lys Val
45
Arg Phe

Ser Leu

His Thr

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

BAxrg
Thr
Gln
Pro
Glu
80

Glu
Gly

Gly

Gly
Tyxr
Ile
Gly

Pro

80

95

Trp
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<210> 12

<211> 315

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 12

gacatccaga
atcacttgece
gggaaagccce
aggttcagtyg
gaagattttg
gggaccaagg

<210>13
<211>109

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 13

Ile
1
Asp

Lys
Glu

Asn Phe

Arg
Glin

Tyr

tgacccagte
gggcaagtca
ctaaggtcct
gcagtggatc
caacttacta
tggaa

Thr val

Leu
20
Pro

Lys

Arg

35

Gln
50
Ser

Leu

Asp
65
Tyr Glu

Ser Ser

<210> 14

<211> 330

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 14

atcaaacgaa
aaatctyggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac
acaaagagct

<210> 15

<211> 159

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 15

Ser
Thr
Lys

Pro

Gly Asn

Tyr Ser

His Lys
85
vVal
100

ctgtggetge
ctgectetgt
aggtggataa
aggacagceac
acaaagtcta
tcaacaggygy

Thr I

ES 2 662 100 T3

tccatcectee
gagtattagt
gatctatget
tgggacagat
ctgtcaacag

Ala Ala P

Ser Gly T

Glu Ala L
4
Gln G
55

Ser §

Ser

Leu
70

Val A

Ser P

accatctgte
tgtgtgectyg
cgeoctecaa
ctacagccete
cgcetgegaa
agagtgttag

ttgtctgegt ctgtaggaga cagagtcacce
agttatctaa attggtatca gcagaaacca
gcatccactt tgcgaagtgg ggtcccgtcea
ttcactcteca gcecgtcagecag tctgecaacct
agttaccata cccegtggac gttceggtcag

ro Ser

hr Ala
25
ys Val
0
lu Ser

er Thr

la Cys

he BAsn
105

ttcatcttee
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcacce
gtcacccate

76

Val
10
Ser

Gln
Val
Leu
Glu

90
Arg

Phe Ile

val Vval

Trp Lys

Thr Glu
60
Thr Leu
15
Val Thr

Glu

cgccatetga
tectatceccay
cceaggagag
tgacgctgag
agggcetgag

Phe Pro

15
Leu
30

Asp

Cys

Val
45
Gln Asp

Ser Lys

His Gln
95
Cys

tgagcagttyg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctegeecegte

Pro
Leu
Asn
Ser
Ala

Gly

60

120
180
240
300
315

Ser
Asn
Ala
Lys

Asp
80
Leu

60

120
180
240
300
330
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Met
1
Ala

Lys
Val

Asn Lys

Glu Asp
50
Pro Leu
65
Thr Arg

Thr Glu

Ile Cys

Asn
His
Cys
35

Pro
Asn
Phe
Val

Asp

His Leu
Val
20
Lys

Lys
Cys

Asn Glu

Asn Arg

Val Tyr
85
Glu Leu
100

Glu Asp

115

Asn Lys
130
Lys Met

145

<210> 16

<211> 480

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 16

atgaagaacc
aaagcccaag
acttccagga
cgaattattg
accagatttg
ctggataatc
gagacctgcet
ggtggtgaga

<210> 17
<211>133

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 17

Cys

Val

Tyr Thr

Glu Thr

atttgetttt
aagatgaaag
tcatcegtte
ttcctetgaa
tgtaccattt
agatagttac
acacttatga
ccaaaatggt

ES 2 662 100 T3

Leu Phe

Ala Gln

Ala Arg
Ile
55
Asn

Asp

Glu
70
His Leu

Asp Asn

Ser Ala

Trp
Glu
Ile
40

Val
Ile
Ser

Gln

Thr

Val
10
Glu

Gly

Asp
25
Thr Ser

Glu Arg

Ser Asp
Leu
90

vVal

Asp

Ile
105

Glu Thr

120

Ala Val
135
Ala Leu

150

ctggggagte
gattgttcte
ttccgaagat
caacagggag
gtctgaccte
tgctacccag
cagaaacaag
ggaaacagcc

Val

Thr

Pro Leu

Pro Asp

ctggcggttt
gttgacaaca
cctaatgagg
aatatctcetg
tgtaaaaaat
agcaatatct
tgctacacag
ttaaccccag

77

Leu Ala

Arg Ile

Arg Ile
Ile
60
Thr

Asn

Pro
75
Cys Lys

Thr Ala

Tyr

Val
val
Ile
45

Arg
Ser
Lys

Thr

Thr

Ile
15
Val

Phe

Leu
30
Arg Ser

Ile Ile

Pro Leu

Cys Asp
95
Gln Ser
110

Tyr Asp

125

Tyxr
140
Cys

ttattaagge
aatgtaagtyg
acattgtgga
atcccaccte
gtgatcctac
gtgatgaaga
ctgtggtccecce
atgcctgeta

Gly

Tyr

Gly Glu

Pro Asp

tgttcatgtyg
tgceeggatt
gagaaacatc
accattgaga
agaagtggag
cagtgctaca
actcgtatat
tcctgactaa

Lys
Asp
Ser
Val
Arg
Pro
Asn
Arg

Thr

60

120
180
240
300
360
420
480
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65

70

Val Gln

Leu Arg

Met Ser

Ile
50
Arg

Asp

Gly
65
Gin Met

Arg Arg

Gln Gly

Leu
Leu
Trp
35

Asn
Phe
Asn

Ser

Ser

Leu
Ser
20

Val
Val
Thr
Ser
Gly

100
Leu

115

Phe
130

Leu

<210> 18

<211> 402

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 18

gtgcagetgt
tgtgecagect
ggdggaggggc
gactecgtga
caaatgaaca
ceegategea

tcagggagtg

<210>19

<211> 104

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 19
Gly

1
Ser

Ser

Pre

Phe Leu

Pro

Ala

Ser

Pro

Leu

tggagtetgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggeeggtt
gcetgagagt
actcgtegee
catccgecece

20

35

Asp Ile

50
Tyr Ala
65
Gly Thr

Lys Glu

Ser

Ala
Asp

Lys

100

Glu
Cys
Arg
Gly
Ile
Leu
85

Pro

Val

Val

Ser Ala

5

Asp Thr
Asp Ser

Ser Thr

Thr Ser

Glu His

85

Asn Val

Ser
Ala
Gln
Gly
Ser
70

Arg

Asp

Ile

gggaggcettyg
ctttagecacc

ctcagatatt
caccatctec
agaggacacg
cgctgactte
aaccctttte

Pro
Ser
Ile

Arg

Gln
70

Val Val

Pro Leu

ES 2 662 100 T3

Gly
Ala
Ala
Val
55

Arg
Val

Arg

Val

Thr
Ser
Thr

Gly

55

Val

Leu Val
10

Phe

Gly Gly

Ser Gly Thr
25

Pro Gly Glu

40

Thr

Gly

Thr Tyr Tyr

Asp Asn Ser Lys

75
Glu Thr Ala
90

Ser

Asp

Ser Pro
105

Ser

Asn

Ser Ser

120

Gly

gtacagcctyg
tatgccatga
aatgttggtg
agagacaatt
gccatgtatt
tggggccagg

ccectegtet ga

Leu Phe Pro Leu
10

Val Ala val

25

Phe Ser
40

Phe Pro

Gly

Trp Lys

Ser Val

Ser
75
Gln

Leu Leu Pro

Val
90

Cys Lys

Pro

78

Gln
Phe
Leu
Ala
60

Asn
Met

Ala

Ala

val
Cys
Tyr

Leu

60
Lys

His

Pro Gly

Thr
30
Trp

Ser

Glu
45
Asp Ser

Thr Leu

Tyr Tyr
Phe
110
Ala

Asp

Ser
125

Ser Cys

Leu Ala
30

Lys Asn

45

Arg Gly

Asp Val

Pro Asn

Gly
15

Tyr
vVal
val
Tyr
Cys
95

Trp

Pro

gggggtecct gagactetcee
gctgggteeg ccaggctoca
gtgttaccac atactacgcea
ccaagaacac getgtatcta
actgtgtgag gcggtccggg
gatccecetggt categteotee

Glu
15

Gln
Asn

Gly

Met

Gly

Ser
Ala
Ser
Lys
Leu
80

Val

Gly

Thr

60

120
180
240
300
360
402

Asn
Asp
Ser

Lys

Gln
80
Asn
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<210> 20

<211> 310

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 20

gagtgcatcce
gagcagcgtyg
ctggaaatac
agggggeaag
cacagacgaa
gcctectteca

<210> 21

<211> 112

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 21

Val
1
Asp

Thr

35
Gln Va
50

Glu

Lys
Lys Se
65

Lys

Glu Se

His Arg

<210> 22

<211> 336

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 22

gtgattgcty
ggcaaccece
caggtgtcct
caggctgagg

aaagagagcg
accttccage

<210> 23

<211> 106

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 23

Ala
Phe

Phe

Gly

gcececaaccee
gecegttgget
aagaacaact
tacgcagcca
cacgtggtgt

Glu Leu

Phe
20
Ser

Gly
Pro

1 Gly Ser

r Gly Pro

r Asp Trp
85
Leu Thr

100

agetgectee
gcaagtccaa
ggctgcgega
ccaaagagtc

actggctcaqg
agaatgcgte

ES 2 662 100 T3

ttttcceect
gcctegeaca
ctgacatcag
cctcacaggt
gcaaagtcea

Pro
Asn
Arg Gln

40
Val

55
Thr

Gly

Thr

70

Leu Ser

Phe Gln

caaagtgagc
gctcatctge

ggggaagcayg
tgggeccacg

ccagageatg
cteccatgtgt

Pfo Lys
Pro Arg
Ile
Thr
Tyr
Gln

Gln

cgtctectgt
ggacttcectt
cagcaccegyg
gctgetgect
gcaccccaac

Val Ser
10
Lys Ser
25
Gln Val

Thr Asp

Lys Val

Val
Lys
Ser
Gln

Thr

gagaattcce
ccegacteca
ggctteccat
tccaaggacy
ggcaacaaag

Phe Val

Leu Ile
Leu
45

Gln

Trp

Val
60

Ser Thr

75

Met
90
Ala

Ser

Asn
105

Phe

Ser

Thr Cys

Ser Met

gtettegtee cacceegega
caggccacgg gtttcagtcee
gtggggtctg gegtecaccac
acctacaagg tgaccagcac

ttcacctgee gegtyggatca

gtceee

79

60

120
180
240
300
310

cgtecggatac
tcactttcte
cagtcctgag
tcatgecaggg
aaaagaacgt

Pro
15
Gln

Pro Arg

Cys Ala
30
Arg

Glu Gly

Ala Glu Ala

Thr Ile
80

Asp

Leu

Val
95
Val

Arg
Cys Pro
110

60

120
i80
240

cggettette
ceggeagatt

ggaccaggtg
actgaccatce

300
336

caggggecety
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Asp Gln

Ser Ile

Leu Thr

Asp
Phe

Thr

Thr Ala

Leu Thr
20

Tyr Asp

35

Ala
50
Thr Phe
65
Ser Gly

Pro Leu

<210> 24

<211> 318

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 24

gatcaagaca
accaagtcca
atctectgga
caccccaatg

tcecggggaga
accatctcce

<210> 25

<211> 131

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 25

Gly Val
1
Glu Gln

Gly Phe
Leu
50
Ala

Pro

Gln
65

Glu Glu

Ala Leu

Lys Pro

Val
Ser
Glu

Lys

Lla
Leu
Ser
35

Ser

Pro

Trp
Pro

Thr

Lys Thr

Ala Val

Phe
85
Thr

Arg

Gln
100

cagecateeyg
ccaagttgac
cecegecagaa
ccactttcag
ggttcacgtg
ggcccaag

Leu His

Asn Leu
20
Pro Ala

Pro Glu

Gly Arg

Arg
Arg
Asp
Lys

Tyr

ES 2 662 100 T3

Ile Arg

Lys Ser

Ser vVal
Thr
5%
Glu

His

Gly
70
Thr Cys

Ile Ser

ggtcttegece
ctgectggte
tggcgaaget
cgcegtgggt
caccgtgace

Pro Asp

Glu Ser

Val Phe
40
Tyr Val
55

Phe Ala

70

Thr
85
Arg

Asn

Asn
100

Leu Tyr

115

Thr Cys

130

Tyr

Gly
Val

Asn

Glu Thr

Thr Glu

Val
120

val
Thr
Thr
40

Asn
Ala

Thr

Arg

Ser Leu

Phe Ala
10
Lys Leu
25
Ile Ser

Ile Ser

Ser Ile

Thr
90
Lys

Val

Pro
105

atcccecececat
acagacctga
gtgaaaacce
gaggccagca
cacacagacc

val Tyr Le
10

Ala Thr

25

Val

Il
Gln
Thr

Ser Al

11
75

His Ser

Thr
90
Thr

Tyr
Arg

105
Val

80

Trp

Cys
val

Met

Ile Pro

Thr Cys

Trp Thr

Pro
Leu

Arg

Phe
15
Thr

Ser

Val
30

Gln Asn

45

Glu Ser
60
Cys Glu
75

His Thr

cctttgccayg
ccacctatga
acaccaacat
tctgcgagga
tgcectegee

u Leu Pro

e Thr Cys
Gln
45

Met

Met

a Pro
60

e Leu Thr

Val Val

Asp Lys

Ser Asp

125

His
Asp

Asp

Pro Asn

Asp Trp

Pro
95

Leu

catcttecte
cagcgtgacc
ctccgagage
tgactggaat
actgaagcag

Ala
15
Val

Pro

Leu
30
Arg Gly

Pro Glu

val Ser
80

His
95
Thr

Ala

Ser
110

Thr Ala

Rla
Asp
Gly
Ala

Asn
80
Ser

60

120
180
240
300
318

Arg
Thr
Gln
Pro

Glu

Glu
Gly

Gly
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<210> 26

<211> 392

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 26

gggtggeect
tgcgggagte
tgcagtggat
tgcetgagece
aggaatggaa
gggtcaccga
tggtcatgte

<210> 27

<211> 105

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 27

Asp Ile Gl
1
Asp

Arg Va

Leu Ala

35
Thr Th
50

Gly

Tyr
Ser Se
65

Glu

Asp Ph

Thr Phe Gl

<210> 28

<211> 315

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 28

gacatccaga
atcacttgcc

gggaaagttc
cgattcagtyg
gaagattttg
gggaccaggyg

<210> 29
<211>109

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 29

Trp

gcacaggecce
ggecaccate
gcagaggggyg
ccaggcececca
cacgggggag
gaggaccgtyg
cgacacagct

n Met Thr
1 Thr
20

Tyr

Ile
Gln

r Ser Ile

r Gly Thr

Ala Thr
85
Gly

e

Gln
100

y

tgacccagtce
gggcgagtca

ctaaactcct
gcagtggatc
caacttatta
tggac

ES 2 662 100 T3

gatgtctact
acgtgcctgg
cageccttgt
ggccggtact
acctacacct
gacaagtcca
ggcacctget

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Pro
Arg

Pro

tgctgcecace
tgacgggcett
ccoccggagaa
tcgececacag
gcgtggtgge
cecggtaaace
ac

Ser
i0
Ser

Ser

Ala
25

Gly Lys

40

Gln
55
Phe

Leu
Asp
Tyr Tyr

Thr Arg

teceatectece
gggcattgge

gatctatact
tgggacagat
ctgtcaaaaa

Ser
Thr
Cys

Val

Gly val

Leu Thr
Gln Lys

Asp
105

ctgtctygecat
aattatttag

acatccattt
ttcactctca
tataacagtg

81

agceegggayg
cteteeegeyg
gtatgtgacce
catcctgacce
ccatgaggece
caccctgtac

Leu Ser

Gln Gly

Val Pro

Ala
Ile

Lys

cagctgaacce
gacgtectteyg
agcgccccaa
gtgtccgaag
ctgcceaaca
aacgtgtecce

Val
15
Asn

Ser

Gly
30

Leu Leu

45

Ser
60
Ser

Pro

Ile
75

Tyr Asn

ctgtaggaga
cctggtatca

tgcaatcagg
ccatcagcag
cceegeggac

Arg
Ser

Ser

Phe Ser

Leu Gln

Ala Pro

95

60

120
180
240
300
360
392

Gly
Tyr
Ile
Gly
Pro

80
Arg

60
120

cagagtcacc
gcagaaacca

180
240
300
315

ggtccecatct
cctgecagect
gttcggecaa
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Ala Ala

Ser Gly

Glu Ala
40
Gln
55
Ser

Ser

Leu
70
Val Tyr

Lys Ser

accatctgte
tgtgtgecetyg
cgecceetecaa
ctacagcctce
cgcctgcegaa
agagtgttag

Pro
Thr
Lys
Glu
Ser
Ala

Phe

Val
10
Ser

Ser

Ala
25
val Gln

Ser Val

Thr Leu

Phe
val
Trp
Thr

Thr

Ile Phe

Val Cys
Val
45
Gln

Lys

Glu
60

Leu Serx

75

Glu
90
Arg

Cys

Asn
105

ttcatcttce
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcacce
gtcacccatc

Val

Gly

Thr His

Glu Cys

cgccatctga
tctatccecag
cccaggagag
tgacgctgag
agggcctgag

Gly Gly Ser Val Ser Leu Tyr Tyr

1

5

Gly Tyr Ile Tyr Ser Ser Gly Ser Thr

Ile Lys Arg Thr Val
1 5
Asp Glu Gln Leu Lys
20
Asn Phe Tyr Pro Arg
35
Leu Gln Ser Gly Asn
50
Asp Ser Thr Tyr Ser
65
Tyr Glu Lys His Lys
85
Ser Ser Pro Val Thr
100
<210> 30
<211> 330
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 30
atcaaacgaa ctgtggetge
aaatctggaa ctgcctcectgt
gtacagtgga aggtggataa
caggacagca aggacagcac
tacgagaaac acaaagtcta
acaaagagct tcaacagggqg
<210> 31
<211>8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cadena pesada CDR1
<400> 31
<210> 32
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Cadena pesada CDR2
<400> 32
1
<210> 33
<211> 11

5

82

Pro
15
Leq

Pro

Leu
30
Asp Asn

Asp Ser

Lys Ala

Gln Gly
85

tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac
ctcgecegte

Ser
Asn
Ala
Lys
Asp

80
Leu

60

120
180
240
300
330
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR3

<400> 33

Bla Arg Ser Ala Ser Ile Arg Gly Trp Phe Asp
1

<210> 34

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera CDR1

<400> 34

<210> 35

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera CDR2

<400> 35

<210> 36

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera CDR3

<400> 36

<210> 37

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR1

Gln Gln Ser Tyr His Thr Pro Trp

1

1

ES 2 662 100 T3

Ala Ala Ser

1

5

5

83

Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

5

10
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<400> 37

Gly Phe Thr Phe Ser Thr Tyr Ala

1

<210> 38

<211> 8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR2

<400> 38

Ile Asn Val Gly Gly Val Thr Thr

1

<210> 39

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena pesada CDR3

<400> 39

1

<210> 40

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera CDR1

<400> 40

Gln Gly Ile Gly

1

<210> 41

<211> 3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cadena ligera CDR2

<400> 41

<210> 42
<211> 9
<212> PRT

Thr Thr Ser

1

5

5

Val Arg Arg Ser Gly Pro Asp Arg Asn Ser Ser Pro Ala Asp Phe
5

84
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70

<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<221>
<222>
<223>

ES 2 662 100 T3

Secuencia artificial

Cadena ligera CDR3

42

Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro BArg Thr

1 5

43

119

PRT

Homo sapiens

VARIANTE
50
Xaa puede ser Val o lle

VARIANT
89
Xaa can be Asp or Glu

43

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala ARla Ser
20 25
Gly Met His Trp Val Arg Glin Ala Pro
35 490
Ala Xaa Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Arg
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Thr Ala Xaa
85
Ala Lys Gly Val Thr Gly Ser Pro Thr
100 105
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
44
114
PRT
Homo sapiens
VARIANTE
46
Xaa can be Arg o Lys
VARIANTE
90
Xaa puede ser Gly o Glu

85

Gly
10
Gly

Gly

Lys
Asn
Asp

Leu

Val
Phe

Lys

Tyr
Ser
75

Thr

Asp

Val
Thr

Gly

Tyr
60

Lys
Ala

Tyr

Gln
Phe
Leu
45

ala
Asn
val

Trp

Pro
Ser

30
Glu

Asp

Thr

Gly
110

Gly
15
Ser

Trp

Ser
Leu
Tyr

95
Gln

Ser

val

val
Tyr
80

Cys

Gly
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<400> 44

Gin Ser val
1
Lys Val Thr

Phe Val Ser
35
Ile Tyr Asp
50
Gly Ser Lys
65
Thr Gly Asp

Ser Ala Val

Pro Lys

<210> 45

<211> 124

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45

Glu val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Met Thr
35
RAla Asn Ile
50
Lys Gly Arg
65
Leu Gln Met

Ala Arg Pro

Leu Trp Gly
115

<210> 46
<211>122

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 46

Leu
Ile
20

Trp
Ile
Ser

Glu

Val
100

Leu

Leu
20

Trp
Lys
Phe
Asn
Asn

100
Arg

Thr
Ser
Tyr
Thr
Gly
Ala

85
Phe

Val

Ser
Val
Lys
Thr
Ser
85

Cys

Gly

Gin
Cys
Gln
Lys
Thr
70

Bsp

Gly

Glu

Cys
Arg
Asp
Thr
70

Leu

Gly

Thr

ES 2 662 100 T3

Pro
Ser
Gln
Arg
Ser
Tyr

Gly

Ser

Ala
Gln
Gly
55

Ser
Arg
Gly

Leu

Pro
Gly
Leu
40

Pro
Ala

Tyr

Gly

Gly

Ala
Ala
40

Ser
Arg
Ala

Asp

Val
120

Ser
Ser
25

Pro
Ser
Thr
Cys

Thr
105

Gly

Ser
25

Pro
Glu
Asp
Glu
Cys

105
Thr

86

val
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Xaa

90
Lys

Gly
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
90

Tyr

Val

Ser
Ser
Thr
Ile
Gly
75

Thr

Leu

Leu

Phe
Lys
Ser
Ala
75

Thr

Leu

Ser

Ala
Asn
Ala
Pro
60

Ile

Trp

Thr

Val

Thr
Gly
Tyr
60

Lys
Ala

Pro

Ser

Rla
Ile
Pro
45

Asp
Thr

Asp

Val

Gln

Phe
Leu
45

Val
Asn

Val

Trp

Pro
Gly
Xaa
Arg
Gly
Ser

Leu
110

Pro

Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Tyr
110

Gly
15

Asn
Leu
Phe
Leu
Ser

85
Gly

Gly
15

Ser
Met
Ser
Leu
Tyr

95
Phe

Gin
Asn
Leu
Ser
Gln
80

Leu

Gln

Gly

Tyr
Val
Val
Tyr
80

Cys

Asp



Asp
Glu
Ser
Pro
Pro
65

Ile
Tyr

Lys

Ile
Arg
Asn
Pro
50

Asp
Ser
Tyr

Arg

Val
Ala
Asn
35

Lys
Arg
Ser

Asn

Thr
115

Met
Thr
20

Lys
Leu
Phe
Leu
Thr

100
Val

Thr
Ile
Asn
Leu
Ser
Gln
85

Pro

Ala

Gln
Asn
Tyx
Ile
Gly
70

Ala

Gln

Ala
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Ser
Cys
Leu
Tyr
55

Ser
Glu

Ala

Pro

Pro
Lys
Ala
40

Trp
Gly
Asp

Phe

Ser
120

Asp
Ser
25

Trp
Ala
Ser
Val
Gly

105
Val

87

Ser
10

Ser
Tyr
Ser
Gly
Ala
90

Gln

Phe

Leu
Gln
Gln
Thr
Thr
75

Val

Gly

Ala
Ser
Gln
Arg
60

Asp

Tyr

Thr

Val
vVal
Lys
45

Glu
Phe

Tyr

Lys

Ser
Leu
30

Pro
Ser
Thr
Cys

Val
110

Leu
15

Tyr
Gly
Gly
Leu
Gln

95
Glu

Gly
Ser
Glin
Val
Thr
80

Gln

Ile
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Reivindicaciones

1. Un anticuerpo de IgM humana aislado o fragmento del mismo que se une especificamente a las neuronas y
protege a las neuronas de la muerte celular y que no promueve la remielinizacion, en el que el anticuerpo o
fragmento comprende las secuencias del dominio de CDR de aminoacidos de cadena pesada variables CDR1
GGSVSLYY expuestas en SEQ ID NO: 31, CDR2 GYIYSSGST expuestas en SEQ ID NO: 32 y CDR3
ARSASIRGWFD expuestas en SEQ ID NO: 33, y secuencias CDR de cadena ligera CDS1Y expuestas en SEQ ID
NO: 34, AAS CDR2 expuestas en SEQ ID NO: 35 y CDR3 QQSYHTPW expuestas en la SEQ ID NO: 36, para uso
en el tratamiento o mejora de una enfermedad o afeccion en un mamifero donde los nervios estan comprometidos,
lesionados o estan en riesgo, donde dicha enfermedad o afeccién se selecciona de: lesion de la médula espinal
(LME), lesion cerebral traumatica (LCT), esclerosis lateral amiotréfica (ELA), esclerosis multiple (EM) y enfermedad
de Alzheimer.

2. El anticuerpo aislado para uso de la reivindicacién 1 que comprende la secuencia de aminoacidos de cadena
pesada variable establecida en SEQ ID NO: 1y la secuencia de aminoacidos de cadena ligera variable establecida
en SEQ ID NO: 11 o variantes altamente homélogas de los mismos, en donde dichas variantes retienen unién de
neuronas y actividad neuroprotectora.

3. El anticuerpo aislado para el uso de la reivindicaciéon 1 que comprende ademas una secuencia de la cadena J
humana, opcionalmente en el que la cadena J comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:
15.

4. El anticuerpo aislado para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 formulado para uso en combinacion
con un anticuerpo remielinizante.

5. El anticuerpo aislado para uso segun la reivindicacion 4 donde el anticuerpo remielinizante en combinacion se
selecciona de IgM22 que comprende la secuencia de la region variable de la cadena pesada vy ligera indicada en
SEQ ID NO: 43 y 44 e IgM46 que comprende la secuencia de la region variable de la cadena pesada y ligera en
SEQ ID NO: 45y 46.

6. El anticuerpo para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 etiquetado con una etiqueta detectable o
funcional.

7. El anticuerpo para uso segun la reivindicacion 6, en el que la etiqueta es una enzima, una pareja de union
especifica, un ligando, un colorante, una etiqueta fluorescente y/o un elemento radiactivo.

8. Un kit para uso en el tratamiento o mejora de lesion de médula espinal (LME), lesion cerebral traumatica (LCT),
esclerosis lateral amiotréfica (ELA), esclerosis multiple (EM) y enfermedad de Alzheimer en un sujeto animal, que
comprende una forma farmacéutica de un anticuerpo de IgM humana aislado o fragmento del mismo que se une
especificamente a las neuronas y protege a las neuronas de la muerte celular y que no promueve la remielinizacion,
en el que el anticuerpo o fragmento comprende las secuencias de dominio de CDR de aminoacidos de cadena
pesada variable descritas en SEQ ID NO: 31, CDR2 GYIYSSGST expuestas en SEQ ID NO: 32 y CDR3
ARSASIRGWFD expuestas en SEQ ID NO: 33, y secuencias CDR de cadena ligera CDS1Y expuestas en SEQ ID
NO: 34, AAS CDR2 expuestas en SEQ ID NO: 35 y CDR3 QQSYHTPW expuestas en SEQ ID NO: 36, y una forma
de dosificacion farmacéutica separada que comprende uno o mas agentes neuroactivos adicionales o agente
terapéutico, antiinflamatorio, agente modulador de la liberacion de neurotransmisores, ligando de neurorreceptor o
agonista o antagonista, agente de canal de calcio, modulador inmune u otro anticuerpo reactivo del SNC.

9. El kit para uso de la reivindicacion 8 donde el otro anticuerpo reactivo del SNC es un anticuerpo remielinizante
seleccionado de IgM22 que comprende la secuencia de la region variable de la cadena pesada y ligera expuesta en
SEQ ID NO: 43 y 44 y/o IgM46 que comprende la secuencia de region de cadena pesada y ligera variable
establecida en SEQ ID NO: 45 y 46.

10. Anticuerpo para uso de la reivindicacion 6 o reivindicacion 7 para uso en la seleccion y proteccion de neuronas

susceptibles, comprometidas, dafiadas o lesionadas en lesion de médula espinal (LME), lesiéon cerebral traumatica
(LCT), esclerosis lateral amiotrofica (ELA), esclerosis multiple (EM) y la enfermedad de Alzheimer.

88



ES 2 662 100 T3

FIGURA 1
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FIGURA 2

sHIgM12 sHigM42
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FIGURA 3
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FIGURA 4 (VECTOR FIG)
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FIGURA 5
Secuencia IGM 12
Clave
Amarillo = Promotor de E1A
Azul = Cadena pesada
Gris = Cadena pesada variable
Ciruela = Regiones CDR dentro de cadena pesada variable
Parpura = Cadena ligera
Purpura = Regiones CDR dentro de cadena ligera variable
Verde = Enzimas de restriccion
GCGCGC = BSSHI
TCCGGA = Bspel
GCTAGC = Nhel
CTCGAG = Xhol
ATCGAT = Clal

TTTCCACACCTGETTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTITGCATACTTCTGCCTCGLTGGGGAGCCTGEGE
ACTTTCCACACCCTARCTGACACACATTCCACAGCTGCCTCGCGCGTTTCGOTGATGACGGTGARRACCT
CTGACACATGCAGUTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGCGATGCUGGGAGCAGACAAGLCCGT
CAGGGUGCETCAGCGGETGTTGGCEEETCTCGGGECECAGCCATCACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAG
TGTATACTGGCTTAACTATGCOGCATCAGAGCAGATTGTACTCGAGACTGCACCATATGCGGTGTGARATA
CCGCACAGATGCCTAAGGAGAARAATACCGCATCAGGCGCTLTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGLTGC
GCTCGGTCETTCGECTGCGGUGAGCGGTATCAGCTCACTCAARGGCGGTAATACGETTATCCACAGAATC
AGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCARAAGGCCAGCARAAGCCCAGGAACCGTARRAAGGCCGLE
TTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAARARTCGACGCTCAAGTCAGAGGT
GGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTITLCCCCTGGAAGUTCCCTCGTGCGCTCTCOTET
TCCGACCCTCCCECTTACCGEATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGECCCTTTCTCATAGT
TCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGETGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCLCCG
TTCAGCCCGACCGCTGCECCTTATCCGETAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGETAAGACACGACTTATC
GCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGCTATGTAGGCEGTGCTACAGAGTTCTTS
AAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTCGAAGCCAGTTA
CCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGT
TTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAARARAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGETCT
GACGCTCAGTGGAACGARAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCT
AGATCCTTTITAAATTAAAAATGAAGTTTTARATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGETCTGACAG
TTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGA
CTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGCGGAGCGCTTACCATCTGCCCCCAGTGCTCGCAATGATACCGC
GAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAG
TGCTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCG
CCAGTTAATAGTTTCGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGETGTCACGCTCCTCGTTTGGTA
TGCCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAARAGC
GGTTAGCTCCTTCGCTCCTCCGATCOTTGTCAGAAGTAAGTTCGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATG
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GCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAA
CCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATAC
CGCGCCACATACGCAGAACTTTAAARAGTGCTCATCATTGCAARACGTTCTTCGGGGCGARAACTCTCARGE
ATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTITA
CTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAARACAGGAAGGCARRATGCCCGCAAAARRGCGAATAAGGGCGAL
ACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTC
ATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACARATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGA
AAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATCGACATTAACCTATAARRATAGGCGTATCACGAG
GCCCTTTCGTCTTCAAGAATTCCTTTGCCTAATTTAARATCGAGCGACTTAACCTCGTCGARATATTTTCATGT
GGGAAGCTGTTACTGTTAARACTGAGGTTATTGGGGETAACTGCTATGTTAAACTTGCATTCAGGGACACA
ARAARCTCATGAAAATGCTGCTGGAAAACCCATTCAAGGGTCAAATTTTCATTTTTTTGCTGTTGGTGGG
AACCTTTGGAGCTGCAGGGTGTGTTAGCAAACTACAGGACCAAATATCCTGCTCAAACTGTAACCCCAA
AMBATGCTACAGTTGACAGTCAGCAGATGAACACTGACCACRAGGCTGTTTTGCATAAGGATARTGCTTA
TCCAGTGGAGTGCTGGETTCCTGATCCAAGTARAAAATGARARACACTAGATATTTTGGAACCTACACAGGT
GGGCAAARATCTGCCTCCTGTTTTGCACATTACTAACACAGCAACCACAGTGUTTCTTGATGAGCAGGETG
TTGGGCCCTTGTGCAAAGCTCACAGCTTGTATGTTTCTGCTGTTGACATTTGTGGGCTGTTTACCAACAC
TTCTCGCAACACAGCACGTGGAAGGGACTTCCCAGATATTTTAARATTACCCTTACGRAAGCGGTCTGTGARA
AACCCCTACCCAATTTCCTTTITGTTAAGTGACCTAATTAACAGCGAGGACACAGAGGGTGCGATGGGCAGT
CTATGATTGGAATGTCCTCTCAAGTAGAGGAGGTTAGGGTTTATGAGGACACAGAGGAGCTTCCTGGGGA
TCCCTAGGTGGGACTCGTCTCCCTTTGCGACTTTCCTTCAATATCTICTTTTAATATCTTTTGTGTCAAGAT
ACAGAAGTGATAGARAGAATTTGACAGTAATCCATCATTTCCTTAGACATGGGAARAGTTATGAAGAATT
GATAAGGAATTTTTTTTGTAAGTCTGACACATTCAACAGTGACATTCTCTGTICCTAGGCTTTTGGTTAA
GGTGCTGCTTTTAAGAACAACATGAATTTCATTTAAAATTCATGTITTTTCCATTATTTACACCTTAAGGA
CTTAATTCTAGTAGATAATATAATATTAGAGATTTTCTTTTCTCCACGTTTATCTAGCATTCGTTAGAGTGT
AAGTTTTTATATTAATTACAATTTTAATTTAGAGTCTGTGTATACTGTTCAGATGAAGAATGAGTCAAGC
AATGTGACTATTATTATCATTTGTAGAACTATTATCCAGGATTACTGTCTATATGACCAGATACCATTC
AGTGTCAGCGACACCAATTGATTACCCATTTATACCTTGATGTCTTETGAGTCTCTTCAAGTTTTGTAGT
CTTACATTGAACAAGGUTTCAGTGGATGAACTTGGAATGATCAGAGTCAGGAGGCACAAAGCCTGTGAGA
TAAGACGTGGGAARGGCAACTTATAGCATTAAAGGTGCAAGCACATTCAGCTGCGTATCGGGEEGECGEGAR
TACTGGCAAAGCCAGGAAGTCTGTCAGCACTTGGATACAAGAGTCTAGAGGAGTGCTTGTCCTATGAGET
GAGAGCAATGTGTACTTAATAGCTCAGAARAGCAAGCCAATGGAGAATAGTGLCTAATGATGAGGGGAGGA
GABRGGCARCATGAGAGAGRAGAGRACGAGATTACAGGAAGARATTAAGCTGTGCGAGAGGAAGGGGCTG
GCACTACCAGACATGCAGGATAGGCAAGTTTCAATGTGACCAGATOGCETCCTTTTTGTCAGARAAAGCAGA
CCTAGATGTTGATGAGAGARAGGCAAGTCCTTGGTGATTATCAGAACACAARCATATAGCATGCAAAATT
ATCTTTACGTGGTACTTAGGGAGGTCACAAATGAGCTCGGACATGCATTTGGAATAGAGAGGAGGTAGTCT
ATATGGTGGATGAGAAGTTCAGCACTGGAGGARAACTAAGTGATACACACAGACCCCCAGTGTATATTCACT
TTTTAAATCAAGAAATAATGTCAAGTATAATCCATATCTATTTTATGAAGTTCTATGATTAAATTTTAAG
CTGGGCOCGLTATACCTTATTTTGGATTGAAGCCAATATGATAATGAGGGCGTCGACTTTGTGACGTGGE
GCGGGGCETGGAACGEGGGCGEETGACGTACGTAGTGTGGCGGAAGTCTGATCTTGCAAGTGTGGCGGAACA
CATGTAAGCGACGGATGTGGCAAAAGTGACGTTTTTGGTCTGCGCCGGTGTACACAGGAAGTGACAATTT
TCGCGCGGTTTITAGGCGCGATCTTGTACTAAATTTGGGCCGTAACCCGACTAAGATTTGGCCATTTTCGCGEE
AABRACTGAATAAGAGCAAGTCAAATCTGAATAATTTTCTGTTACTCATAGCGCCTAATATTTGCTCTAGGS
CCGCGGGGACTTTGACCGTTTACGTGGAGACTCGCCCAGGTGTTTITTCTCAGGTGTTTTCCGCETTCCGE
GTCARAGTTGGCGTTTTATTATTATAGTCAGCATGCATGCTCGAGCGGCCGCGACGCGCAGTGTATTTAT
ATCCGGACGGTCCGGGACCTCCTGTGCAAGAAC
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atgaaacatctgtggttctteccttctecctggtggecageteccaga Lider
M K H L W F F L L L V A A P R

Tlescision
GTGAGTATCTCAGGGATCCAGACATGGGGATATGGGAGGTGCCTCTGATCCCAGGGCTCACTGTGGGTCT
CTCTGTTCACAG/G

TGG GTC CTG TCC
W Vv L S

caggtgcagctgcaggagtegggcccaggactgetgaagectteggagacectgteocte
Q vV QL Q E §$ G P GLULIEKUPS ETIUL S L
acatgcactgtctctggtggttccgtcagtctttactactggagetggatecoggcagtee
T ¢ T VvV 8 6 G § V 5 L Y Y W S W I R Q s
ccagggaaggaaccggagtggattggatatatctattccagtggaagcaccgattacaac
G K E E W I G Y I ¥ S S G S T D Y N

Ccttecctcaggagtegagtcaccatatcactggacacgtcaaacaaceggttttececta VA
P S L RS RV TI s L DT S NNZRF S L

aacctgaggtctgtgaccgecgcagatacageggtctattggtgtgegagaagtgegtea
N L R S V T A AIDTA AWV Y WCA AR S A S

attagggqgctggttcgaccectggggecagggaaccctggtcacegtetectea
I R G W FUD P WG Q GTUL VTV S5 S

GGTAAGAATGGCCTCTCCAGGTCTTAATTARAAGCTTGARGTCTGAGGCAGAATCTTGTCCAGGGTCTAT
CGGACTCTTGTGAGAATTAGGGGCTGACAGTTGATGGTGACGATTTCAGGGTCAGTGACTGTCTGGTTTC
TCTGAGGTGAGGCTGGAATATAGTTCACCTTGAAGACTTAAGAGGGGTCCAGGGGGCTTCTGCACAGGCA
GGGAARCAGARTGTGGARCAATGACTTGAATGGTTGATTCTTGTGTGACACCAGGAATTGGCATAATGTCT
GAGTTGCCCAGGGGTGATTCTAGTCAGACTCTGGGGTTTTTGTCGGGTATAGAGGAAARATCCACTATTG
TGATTACTATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAATGGCCTC
TCCAGGTCTTTATTTTTAACCTTTGTTATGGAGT TTTCTGAGCATTGCAGACTAATCTTGGATATTTGTC
CCTGAGGGAGCCGGCTGAGAGAAGTTGGGARATAAACTGTCTAGGGATCTCAGAGCCTTTAGGACAGATT
ATCTCCACATCTTTGAAAARACTAAGAATCTGTGTGATGGTGTTGGTGGAGTCCCTGGATGATGGGATAGG
GACTTTGGAGGCTCATTTGAGGGAGATGCTAARACAATCCTATGGCTGGAGGGATAGTTGGGGCTGTAGT
TGGAGATTTTCAGTTTTTAGAATAAAAGTATTAGCTGCGGAATATACTTCAGGACCACCTCTGTGACAGC
ATTTATACAGTATCCGATGCATAGGGACAAAGAGTGGAGTGGGGCACTTTCTTTAGATTTGTGAGGAATG
TTCCACACTAGATTGTTTAARACTTCATTTGTTGGAAGGAGAGCTGTCTTAGTGATTGAGTCAAGGGAGA
AAGGCATCTAGCCTCGGTCTCAARAGGGTAGTTGCTGTCTAGAGAGGTCTGGTGGAGCCTGCARAAGTCC
AGCTTTCAAAGGAACACAGAAGTATGTGTATGGAATATTAGAAGATGTTGCTTTTACTCTTAAGTTGGTT
CCTAGGAAARATAGTTAAATACTGTGACTTTAARATGTGAGAGGGTTTTCAAGTACTCATTTTTTTAAAT
GTCCAARATTTTTGTCAATCAATTTGAGGTCTTGTTTGTGTAGAACTGACATTACTTARAGTTTAACCGA
GGAATGGGAGTGAGGCTCTCTCATACCCTATTCAGAACTGACTTTTAACAATAATAAATTAAGTTTARAR
TATTTTTAARTGAATTGAGCAATGTTGAGTTGGAGTCAAGATGGCCGATCAGAACCAGAACACCTGCAGC
AGCTGGCAGGAAGCAGGTCATGTGGCAAGGCTATTTGGGGAAGGGAAAATAAAACCACTAGGTARACTTG
TAGCTGTGGTTTGARAGAAGTGGTTTTGARACACTCTGTCCAGCCCCACCAAACCGARAGTCCAGGCTGAG
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AARACACCACCTGGGTAATTTGCATTTCTAARATARGTTGAGGATTCAGCCGAAACTGGAGAGGTCCTC
TTTTAACTTATTGAGTTCAACCTTTTAATTTTAGCTTCAGCTAGTTCTAGTTTCCCCAAARCTTAAGTTTAT
CGACTTCTAARATGTATTITAGAATTCATTTTCARRATTAGGTTATGTAAGAARTTGAAGGACTTTAGTGT
CTTTAATTTCTAATATATTTAGAARACTTCTTAARAATTACTCTATTATTCTTCCCTCTGATTATTGGTCT
CCATTCAATTCTTTTCCAATACCCGAAGCATTTACAGTGACTTTGTTCATGATCTTTTTTAGTTGTTTGT
TTTGCCTTACTATTAAGACTTTGACATTCTGGTCRARAARCGGCTTCACAAATCTTTTTCAAGACCACTTTC
TGAGTATTCATTTTAGGAGAAATACTTTTTTTTTARATGAATGCAATTATCTAGACTTATTTCGGTTGAA
CATGCTGGTTGGTGGTTGAGAGGACACTCAGTCACTCAGTGGCCGTCGAAGGGCTTCTAAGCCAGTCCACAT
GCTCTGTGTGAACTCCCTCTGGCCCTGCTTATTGTTGAATGGGCCAAAGGTCTGAGACCAGGCTGCTGLT
GGGTAGGCCTGGACTTTGGGTCTCCCACCCAGACCTGGGAATGTATGGTTGTGGCTTCTGCCACCCATCC
ACCTGGCTGCTCATGGACCAGCCAGCCTCGOTGLCTTTGAAGGAACAATTCCACACAARGACTCTGGACC
TCTCCGARACCAGGCACCGCAAATGGTAACGCCAGAGCGCAGCCACAGCTCGTGGCTGCTGCTCTTAAAGCTT
GAGCTTTGCAAGGCTCGCAGTGACCAGGCGCCCGACATGCTAAGAGACAGGCAGCCGLCGLCTGCTGCATT
TGCTTCTCTTAAAACTTTGTATTTGACGTCTTATTTCCACTAGAAGGGGAACTGGTCTTAATTGCTTGAT
GAAGAGCAGGAGACTCATTTATGTCGAGTCTTTTGAGTGACCATTGTCTGEGTCACTCCCATTTAACTTTC
CCTAAAGCCCATTTGAAGGAGAGGTCGCACGAGCTGCTCCACAACCTCTGAATGEGGATGGCATGGGTAA
TGATGCTTCAGAACATACCAAGCCCCACTGGCATCGCCCTTGTCTAAGTCATTGACTGTACGGTCATCATC
GCACCCTTCGAAAGTAGCCCATGCCTTCCAAAGCGATTTATGGTAAATGGCAGAATTTTAAGTGGCARATT
CAGATAAAATGCATTTCTTGGTTGTTTCCAATGATGACTGTTATCTAGAGGGAATTTARAGGCAGGGGTT
TACTGCAGACTCAGARGGGACGCCATCCTCCCOEGAACCTCCGAGGCTCTGAGCATCTCAATACCCTCLTCT
TGETGCAGAAGATATECTGCCCACTTCTAGAGCAAGGGCACCTGCTCATTTTTATCACAGCACAGGCTCCT
AAATTCTTGGTCTCATTCTCAAGATGTTTTAATCGACTTTAAARGCAGCARAGAAATATTCCACCCAGGTAG
TGGAGGGTCGGTAATGATTGCTAATGCTTTGCAACCARARACCCAGGTGGLGCTGGGGCAGGACTGCAGGGA
ACTGGGGTATCAAGTAGAGGGAGACAAAAGATGGAAGCCAGCCTGGCTGTGCAGGAACCCGGCAATGAGA
TGGCTTTAGCTGAGACAAGCAGGTCTGGTGGGCTCGACCATTTCTGGCCATGACAACTCCATCCAGCTTTC
AGAAATGGACTCAGATGGGCARARCTGACCTAAGCTGACCTAGACTARACAAGGCTGAACTGGGCTGAGT
TGAGCTGAACTGGGCTGAGTTGAACTGOETTGAGCTGAGCTGAGCTGAGCTGGGCTAAGTTGCACCAGET
GAGCTGAGCTGAGCTGGGCTTGGCTGCACTAAGCTGGGUTGAGCTGGGCAGGGLTGGGCTGGGCTGAGCT
AGATGGTCTTAGGTGGTCTGAGCTCAGCTAGGLTGGGUTGAGCTGGTCTGAGCTCATCTGAGTTGGGCT
GAGCTGAGCTTGGCITTGCTGAGCTEGGETGEGETGGECTGGECTGEATTGAGCTGECCTGGGCTGGGAT
GAACTGGATTGAGCTGGCCTGGEUTGGEATGAACTGCAGCGACATGGCACTGGGCCAATCTTCATGATCTT
GTTGGACATAGATGGATAGCCTCAGCTGAGTCTACACTGCGTTCCCCATCACACTCACCCTCCCTATACT
CACTCCCAGGCCTGGGTTGTCTGCCTCGEGAGACTTCAGGGTAGCTGGAGTGTCGACTCGAGCTGGGEGCAG
CAGAAGCTGGGCTGCGAGGCACTCTATTGGCTGCCTGCLGEETGTGTGGCTCCAGGCTTCACATTCAGGTA
TGCAACCTGGGCCCTCCAGCTCCATGTGCTGGEAGCTGAGTGTGTGCAGCACCTACGTGCTGATGCCTCG
GOGGAAAGCAGGUCTGGTCCACCCARACCTGAGCCCTCAGCCATTCTGAGCAGGGAGLCCAGGGGCAGTCA
GGCCTCAGAGTGCAGCAGGGCAGCCAGCTGAATGGETGCCAGGGATGGLTCAGCLTGLCTCCAGGAGACCCC
AGGTCTGTCCAGGTGTTCAGTGCTGGGCCCTGCAGCAGGATGGGCTGAGGLCTGCAGCCCCAGCAGCCTT
GGACAARAGACCTGAGGCCTCACCACGGCCCCGCCACCCCTGATAGCCATGACAGTCTGGGCTTTGGAGGT
CTGCAGGTGGGCTCGGLCTTGETGGEGCAGCCACAGCGGGACGCAAGTAGTGAGGGCACTCAGAACGLCA
CTCAGCCCTGACAGGCAGGGCACGAGGAGGCAGCTCCTCACCCTCCCTTTCTCTTTTGTCCTGCGGGTCC
TCAGG
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atcegecocaacecttttecooctogtetectgtgagaatteceegteggatacy
A s A& p T L ¥ P L ¥V 3 C E N S P S5 DT
gtggocgttggetgeoctegeacaggacticcttecocgactecateactitetee
v oA VvV 6 ¢C L A ¢ D F L P D S I T F S
Tggaaatacaagaacaactctgacatcageagoaccoggygoettecceccatcagtectgaga CH1
Ww K ¥ XK N N 8 D I & 5 T R 6 F P 5 V L R
gggggeaagtacgeagecacctcacaggtygctgotgeetteccaaggacgteatygcagygyge

G ¢ X Y A& A T 838 ¢ V L L P S8 EKE D V M O G
acagacgaacacgtggtgtgcaaagtccagecaccccaacggcaacaaagaaaagaacygty

T b E H V V C K V¥V ¢ H P N 6 N K E K N V
cotettoea

P L P

gagtge
G 8
ageage
S 8

GGCTGAGGGCCGEECCCAGCCACCELGACAGAGAGES GAAGGGGGCGGGAGTGGLGGGCALCGEGLT
GACACGTGTCCCTCACTGCA

gtgatitgoctgagetgectocecaaagtgagogtoticgtooccaccoogagacggottottogyge
v ¥ A B L P P K VYV S ¥V F VYV P2 P R DG OFOF G
aacoanogoaagbadaagoteatotgedaggecacgugtttoagtoacsggaagatioayg

" P R XK 8 XK L ¥ € &£ A T &6 F &8 P B Q 1 4
gtgtectygotgogogaggggsageaggboggatotggogtoanracggacoagytgong

v 5 W L R E G K O ¥ & &8 & ¥ 7 1 b g v ¢ CH2
gobtgaggooasagagtotggeuorangacetacaayghgacrageacactgaccatoaaa

& E A X ®B S8 ¢ P T T ¥ K W OT & T L T I K
gagagoegactggoteagecagageatgticacotacogaegtagatcacagyyucctgace

E 8 D W L B Qg 5 M ¥F T C R WV D H R 6 LT
tteeageagaatgogbtaotcaatgtgbgtooas

¥ 0 g N A B 58 M C VW ?

GGTGAGTGACCTGTCCCCAGGGGCAGCACCCACCGACACACAGGGGTCCACTCGGGTCTCGCATTCGCCA
CCCCGGATGCAGCCATCTACTCCCTGAGCCTTGGCTTCCCAGAGCGGCCAAGGGCAGGCGCTCGGELGET
AGGACCCCTGGGCTCGGCAGAGGCAGTTGCTACTCTTTGGETGGGAACCATGCCTCCGCCCACATCCACA
CCTGCCCCACCTCTGACTCCCTTCTCTTGACTCCA

gatcaagacacagecatccgggtottogecatecacccatectttgecageatettectcace
c¢ b T A I R VYV ¥ A I P P s F A S8 I F L T
aagtccaccaagttgacctgectggtcacagacetgaccacctatgacagegtgaccate
K s T K 1L T r v v p L T T Y D 5 v T I
tcotggacecgocagaatggegaagetgtgaaaaccoacaccaacatetocgagagaecac

s W T R ¢ M G E A V K T H T N I § E s HCH3
cccaatgecactttcagogcegtgggtgaggecageatetgegaggatgactggaattee

P N A T F 35 A YV G B A 5 I C E D D W N 8
ggggagaggttcacgtgcaccogtgacoecacacagaccetgeootogecactgaagcagace

G E R P T C T V T H T D L P S P L K ¢ T

Atctccoggeecaay

I 8 R P K
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GGTAGGCCCCACTCTTGCCCCTCTTCCTGCACTCCCTGGGACCTCCCTTGGCCTCTGGGGCATGETGGAR
AGCACCCCTCACTCCCCCGTTGTCTGGGCAACTGGGCGARAAGGGGACT CAACCCCAGCCCACAGGLTGET
CCCCCCACTGCCCCGCCCTCACCACCATCTCTGTTCACAG

gggtggeccetygcacaggecocgatgtetacttgotgecaccageccgyggageagetgaacety
GV AL H R P D V Y L. L P P A2 R E © L N L
cgggagtcggecaccatcacgtgectggtgacgggetteteteccgeggacgtettegty

R E 5 A T I T C L Vv T & F S P A DV F OV
cagtggatgcagagggggcageccttgteccocggagaagtatgtygaccagegecccaaty

o w M ¢ R G Q P L s P E K Y ¥V T 5 A P M
CectgageococaggececaggecggtacttogeccacageatootgacegtagtecgaagagCH4
P E P Q A P ¢ R Y F A H S I L T ¥V 3 E E
gaatggaacacgggggagacctacacctgegtggtggeccatgaggecctygeccaacagyg

E w N T GG B T Y T C Vv vV A H E A L P N R
gtcaccgagaggaccgtyggacaagtecaccggtaaacccaccetgtacaacgtgtecectyg
v T E R T ¥V D K 8 T ¢ K P T L Y N V § L
gtcatgtcegacacagectggeacctgetac

v M 5 D T A G T C ¥

TGACCCTGCTGCCCTGCCCACAGGLTCLEGECLGCTCGCCGCTCTGTGTGTGCATGCAAACTAACCGTGT
CAACGGGGTGAGATGTTGCATCTTATARARATTAGARATARAAAGATUCATTCARAAGATACTGGTCCTGA
GTGCACGATGCTCTGGCCTACTGEOGCEECGGLTETGCTCCACCCACCCTGCGLCTCCCCTGCAGAACAL
CTTCCTCCACAGCCCCCACCCCTGCCTCACCCACCTGCETGCCTCAGTGGCTTCTAGAAACCCCTGAATT
CCCTGCAGCTGCTCACAGCAGGCTGACCTCAGACTTGCCATTCCTCCTACTGCTTCCAGAAAGARAGCTG
AAAGCRAGACCACACGTATACAGGCAGCACACAGGCATGTGTGGATACACATGGACAGACACGGACACAC
ACAAACACATGGACACACAGAGACGTGCTAACCCATGGGCACACACATACACAGACATGGACCCACACAL
AAACATATGTGGACACACATGTACAAACATGCACAGGCACACAAAGAGAACATUTGACTACAGGCACACAL
ACARCACGGGCACACACATGGATATGTGCACACATGGACACATACATGTGCAGGACATGCACACACACAGA
CACACTAGCACAGAGGCATACACACACAGACACACACATTCACAAACACACATGTGCATGCAAACACACA
CACATGTACAGACACAAGTACATGGACACATGCACACCCAGAGACACACTGACACAGACACACAGGAGCA
TGTGATACACTAACACGTGGACACACACGTCTACCCACAGGCACACAACAGATGGACACGCGTACACAGA
CATGCACACACCCACAGGCACARCACGTGCGCATGCCGCCCGAGATCCCTGGCCAGGCGATCCCTGGECCAG
GGATCCCTGGCCAGGGATCTTCAATATTGGCCATTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAARATCA
ATATTGGCTATTGGCCATTGCCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCC
AATATGACCGCCATGTTGGCATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTT
CATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACCGTAAATGGCCCLLCTGLCTGACCGCCLAACG
ACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATCTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACG
TCAATGGGTGGAGTATTTACGGTARACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTCCG
CCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATCGCCCGCCTGCCATTATGCCCAGTACATGACCTTACGGGACT
TTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTT TGGCAGTACAC
CARTGGGCGTGCATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCARGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGLGAGT
TTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAARATGTCGTAACAACTGLCGATCGCCCGCCCCGTTGAL
GCAAATGGGCGCTAGGCGTGTACGGTGGEAGGTCTATATARGCAGAGCTCETTTAGTCAACCGTCAGATC
ACTAGRAGCTTTATTGCCGTAGTTTATCACAGTTAAATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTCTGACACAACAG
TCTCGAACTTAAGCTGCAGTGACTCTCTTAAGGTAGCCTTGCAGRAGTTGGTCGTGAGGCACTGGGCAGG
TAAGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGARACTGGGLTTGTCGAGACAGAGARGACLT
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CTTGCGTTTCTCGATAGGCACCTATTGGTCITACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGGTGTCCAC
TCCCAGTTCAATTACAGCTCTTAAGCCTAGAGTACTTAATACGACTCACTATAGGCTAGCTCAAGACTCA
GCCGGAC

atggacatgagggtccecgctcagectectgggagctectgetactectggetecgaggtygee
M D MRV P A Q L L 6L L L L WL R G A
agatgt

R C

gacatccagatgacccagtcetccatectecttgtetgegtetgtaggagacaga
D I ¢ MmT Q 8 P 8 8 L 8 A S V G D R
Gtcaccatcacttgccgggcaagtcagagtattagtagttatctaaattggtatcagcag VL
v v 1 T ¢ R A S8 Q 8 I 8 8 ¥ L N W Y Q Q
aaaccagggaaagcccctaaggtectgatctatgetgcatccactttgegaagtggggte

K P 6 K A P K V L I ¥ A A S8 T L R 8 6 V
ccgtcaaggttcagtggcagtggatctgggacagatttcactetcagegtcagecagtctyg

P 8§ R F 8 G 88 66 8 6 TDVF T L 8§ V 8§ 8 L
caacctgaagattttgcaacttactactgtcaacagagttaccatacccegtggacgtte

Q P E D P A T Y Y ¢C @ @ § ¥ H T P W T F

ggtcaggggaccaaggtggaa
G § G T K V E

atcaaacgaactgtggctgcaccatetgtetteatette

I K R T v A A P 8 VvV F I F
cegecatectgatgageagttgaaatetggaactgectetgttgtgtgectgetgaataac
P P 8§ D BE Q LL XK 8 6 T A 8 V Vv C L L N N
ttetateccagagaggecaaagtacagtggaaggtggataacgecctecaategggtaac
F ¥ P R E A K V Q W X VvV b N A L Q@ S G N
Tcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacageacctacagectcageagcace CL
s ¢ E 8 VvV T E Q D 8 K b 8 T Y 8 L 8 8 T
ctgacgetgageaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgectgegaagtcacceat
L T L 8 K A bD Y E K H K VvV ¥ A C E Vv T H
cagggcctgagetegeccgtecacaaagagettcaacaggggagagtgttay

Q 6 L 8§ $ P V T K 8 F N R G E C =~

ATACTCGAGTTGGCCGCTTCCCTTITAGTGAGGGTTAATGCTTCCGAGCAGACATGATAAGATACATTGATG
AGTTTGGACARACCACAACTAGAATGCAGTGARAARARTGCTTTATTTGTGARATTTGTGATGCTATTGC
TTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTAACAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAG
GTTCAGGGGGAGATGTGGCGAGGTTTTTTAAAGCRAGTAAAACCTCTACAAATGTGCTAAARATCCGATAAG
GATCGATGGCGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGA
GCACCGCCGCUGCAAGGAATGGTCCATCGCAAGGAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCEGCCACGLERLCTEC
CACCATACCCACGCCGAAACAAGCGCTCATGAGLCCGAAGTGGCGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTGATG
TCGGCGATATAGGCGUCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCGGTGATGCLUGGUCACGATGCGTCCGGCGTAGA
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GGATCTCTGACGGAAGGAAAGAAGTCAGAAGGCARARACGAGAGTAACTCCACAGTAGCTCCAAATTCTT
TATAAGGGTCAATGTCCATGCCCCARAGCCACCCAAGGCACAGCTTCGAGGCTTCGARCAGTGCGACATGT
ACAAGAGATGATTAGGCAGAGGTGAARAAGTTGCATGGTGCTGETGCGCAGACCAATTTATGCCTACAGE
CTCCTAATACARAGACCTTTAACCTAATCTCCTCCCCCAGCTCCTCCCAGTCCTTAAACACACAGTCTTT
GAAGTAGGCCTCAAGGTCGGTCOTTGACATTGCTGGGAGTCCAAGAGTCUTCTTATGTAAGACCTTLGGL
AGGATCTGATGGGCGTTCACGGTGGTCTCCATGCAACCTGCAGAGCTCAAGCGAAGTGCACACGGACLGG
CAGATGAGAAGGCACAGACGGGGAGACCGLGTARAGAGAGGTGCGCCCLGTGGTCGECTGGAACGGCAGA
CGGAGAAGGGGACGAGAGAGTCCCAAGCGGCCCCELGAGGGETCETCCGCGGGATTCAGCGCCGACGGGA
CGTAAACARAGGACGTCCCGCGAAGGATCTAARGCCAGCARRAGTCCCATGGTCTTATARARATGCATAG
CTTTAGGAGGGGAGCAGAGAACTTGAAAGCATCTTCCTGTTAGTCTTTCTTCTCCTAGACTTCAAACTTA
TACTTGATGCCTTTTTCCTCCTGGACCTCAGAGAGGACGCCTGGETATTCTGGGAGAAGTTTATATTTCC
CCAARRTCAATTTCTGGCARARRCGTGTCACTTTCARATTCCTGCATGATCCTTGTCACARAAGAGTCTGAG
GIGGCCTGGTTCATTCATGGCTTCCTGGTAAACAGAACTGCCTCCGACTATCCARACCATGTCTACTTTA
CTTGCCAATTCCGGTTGTTCAATAAGTCTTAAGGCATCATCCAARACTTTTGGCAAGAARATGAGCTCCTC
GIGGTGGTTCTTTGAGTTCTCTACTGAGAACTATATTAATTCTGTCCTTTAAAGGTCGATTCTTCTCAGG
AATGGAGAACCAGGTTTTCCTACCCATAATCACCAGATTCTGTTTACCTTCCACTGRAGAGGTTGTGGTC
ATTCTTTGGAAGTACTTGAACTCGTTCCTGAGCGGAGGCCAGGCGTCGGTCTCCCTTCTTGCCAATCCCCA
TATTTTGGCGACACGGCCCACCATGCAGTTCAATGETCGAACCATGATGGCAATTCTAGAAAGCTTTTTGCA
AARAGCCTAGGCCTCCARAARAGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCAGAGGCCGAGGCGGLCTCEGCC
TCTGCATAAATAAARARAATTACTCAGCCATCCGECEGACAATGGCLCGEGAACTGGEGCGEAGTTAGGEGCG
GGATGGGCGGAGTTAGGGGCGCGACTATGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCC
TGCTGGGGAGCCTGLGGAC
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Secuencia de proteina de cadena J humana (AAH38982)

1 MENHLLFWGYV LAVFIKAVHV KAQEDERIVL VDNKCKCARI TSRIIRSSED
51 PNEDIVERNI RIIVPLNNRE NISDPTSPLR TRFVYHLSDL CKKCDFTEVE
101 LDNQIVTATQ SNICDEDSAT ETCYTYDRNK CYTAVVPLVY GGETKMVETA

151 LTFDACYFD

Secuencia de codificacién de cadena J humana (amarillo)

CATATAAGAATTCGCCACC ATGAAGAACCATTTGCTTT
TCTGGGGAGTCCTGGCGGTTTTTATTAAGGCTGTTCATGTGAAAGCCCAA
GAAGATGAAAGGATTGTTCTTGTTGACAACAAATGTAAGTGTGCCCGGAT
TACTTCCAGGATCATCCGTTCTTCCGAAGATCCTAATGAGGACATTGTGG
AGAGAAACATCCGAATTATTGTTCCTCTGAACAACAGGGAGAATATCTCT
GATCCCACCTCACCATTGAGAACCAGATTTGTGTACCATTTGTCTGACCT
CTGTAAAAAATGTGATCCTACAGAAGTGGAGCTGGATAATCAGATAGTTA
CTGCTACCCAGAGCAATATCTGTGATGAAGACAGTGLTACAGAGACCTGC
TACACTTATGACAGAAACAAGTGCTACACAGCTGTGGTCCCACTCGTATA
TGGTGGTGAGACCAAAATEGTGOAAACAGCCTTAACCCCAGATGCCTGCT

ATCCTGACTAAGTCGAC
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FIGURA 6
Secuencia IGM 42
Clave
Amarillo = Promotor de E1A
Azul = Cadena pesada
Gris = Cadena pesada variable
Ciruela = Regiones COR dentro de cadena pesada variable
Plarpura = Cadena ligera
Plrpura = Regiones COR dentro de cadena ligera variablo
Verde = Enzimas de restriccién

GCGCGC = BSSHI
TCCGGA = Bspel
GCTAGC = Nhel
CTCGAG = Xhol

ATCGAT = Clal

TTTCCACACCTGGTTGCTGACTAATTGAGATGCATGCTTTGCATACTTCTGCCTGC TGGGGAGCCTGGEE
ACTTTCCACACCCTAACTGACACACATTCCACAGCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCT
CTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGT
CAGGGCGCGTCAGCGLGTGTTGGCGLETGTCGGLGECGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAG
TGTATACTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGARATA
COGCACAGATGCGTARGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGC
GCTCGEGTCGTTCGGCTGCGGCGAGC GG TATCAGCTCACTCARAGGCGGTARTACGGTTATCCACAGAATC
AGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAARAGGCCAGCAAAAGGCCAGGARCCGTAAAARGGCCGCG
TTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAARAATCGACGCTCARGTCAGAGGT
GGCGAARCCCGACAGGACTATARAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGARGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGT
TCOGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGARGCGTGGCGCTTTCTCATAGC
TCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGARCCCCCCG
TTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCARCCCGGTARAGACACGACTTATC
GCCACTGGCAGCAGCCACTGGTARCAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTG
AAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGRAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGARGCCAGTTA
CCTTCGGARAAAGAGT TGGTAGCTCTTGATCCGGCARACARACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGT
TTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAARAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCT
GACGCTCAGTGGAACGAAARCTCACGT TAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCT
AGATCCTTTTARATTAARAATGAAGTTTTARATCAATCTARAGTATATATGAGTARACTTGGTCTGACAG
TTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGA
CTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCARTGATACCGC
GAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGARAGGGCCGAGCGCAGAAG
TGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGARGCTAGAGTAAGTAGTTCG
CCAGTTAATAGTTTGCGCARCGTTGTTGCCATTGCTGCAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTA

102



ES 2 662 100 T3

GCAGCACTGCATAATTCTCTTACTCTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAA
CCAAGTCATTCIGAGAATAGTGTATGCGOCLACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAACACGGGATAATAC
CGCGCCACATAGCAGAACTTTAAARGTGCTCATCATTCCGAAAACCGTTCTTCGGGECGAAAACTCTCAAGG
ATCTTACCGUTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTA
CTTTCACCAGCGTTTCTGGGTCGACGCAAARAACAGGAAGCCAARAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGAC
ACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTC
ATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAARRTARACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAA
AAGTGCCACCTGACGTCTAACAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAARAATAGGCGTATCACGAG
GCCCTTTCGTCTTCARGAATTCCTTTGCCTAATTTAARTGAGGACTTAACCTGTGGAAATATTTTGATGT
GGGAAGCTGTTACTGTTAAARCTCGAGGTTATTGGGGTAACTGCTATGTTAARACTTGCATTCAGGGACACA
ARAARCTCATGARAATGCTGCTGCARAACCCATTCAAGGGTCAAATTTTCATTTTTTTGCTGTTGGTGEG
GAACCTTTGGAGCTGCAGGGTGTGTTAGCAAACTACAGGACCARATATCCTGCTCAAACTGTAACCCCAA
ARARATGCTACAGTTGACAGCTCAGCAGATGAACACTGACCACAAGGCTGTTTTGGATAAGGATAATGCTTA
TCCAGTGGAGTGCTGGETTCCTGATCCAAGTARAAATCAAARRCACTAGATATTTTGGAACCTACACAGGT
GGGGAAAATGTGCCTCCTCTTTTCCACATTACTAACACAGCAACCACAGTGCTTCTTGATGAGCAGGETG
TTGGGCCCTTGTCCARAGCTCACAGCTTGTATGTTTCTGCTGTTGACATTTGTGGGCTGTTTACCAACAC
TTCTGCGAACACAGCACGTCGGAAGGCGACTTCCCAGATATTTTAAAATTACCCTTAGARAGCGGTCTGTGARA
AACCCCTACCCAATTTCCTTTTTCTTAAGTGACCTAATTAACAGGAGGACACAGAGGCTGGATGGGCAGT
CTATGATTGGAATGTCCTCTCAAGTAGAGGAGGTTAGGGTTTATGAGGACACAGAGGAGCTTCCTGGGGA
TCCCTAGGTGGGACTGTCTCCCTTTGGACTTTCCTTCAATATCTTCTTTTAATATCTTTTGTGTCAAGAT
ACAGAACTGATAGAAAGAATTTCGACAGTAATCCATCATTTCCTTAGACATGGCAARAGTTATCGAAGAATT
CATAAGCAATTITTTTTGTAAGTCTGACACATTCAACAGTGACATTCTCTGTTCCTAGGCTTTTGETTAA
GCTGCTGCTTTTAAGAACAACATGAATTTCATTTAARATTCATGTTTTTCCATTATTTACACCTTAAGGA
CTTRATTCTAGTAGATAATATAATATTAGAGATTTTCTTTTIGTCCAGTTTATCTAGCATTGTTAGAGTGT
AAGTTTTTATATTAATTACAATTTTAATTTAGAGTCTCTGTATACTGTTCAGATCARCAATGAGTCAAGT
AARATGTGACTATTATTATCATTTCTAGAACTATTATCCAGGATTACTCTGTATATGACCAGATACCATTC
AAGTGTCAGGACACCAATTGATTACCCATTTATACCTTGATGTCTTGTGAGTCTCTTCAAGTTTTGTAGC
CTTACATTGAACAAGGCTTCAGTGGATGAACTTGGAATGATCAGAGTCAGGAGGCACAAAGCCTGTGAGA
TAAGAGGTGGGAAAGGCAACTTATAGCATTAARAGCTGCARGCACATTCAGTGGTATGGGGGGGGCGGGAA
TACTGGCAAAGCCAGGAAGTCTGTCAGCACTTGGATACAAGAGTCTAGAGGAGTGCTTGTCCTATGAGGT
GAGAGCAATGTGTACTTAATAGCTCAGAAAAGCAAGCCAATGGAGRAATAGTCCTAATGATGAGGGGAGGA
GAAAGGCAACATCAGAGAGAAGACGAAGGAGATTACAGCAAGAAATTAAGCTGTGGGACGAGGAAGGGGLTG
GACTACCAGACATGCAGGATAGGCAAGTTTCAATGTGACCAGATGGGTCCTTTTTGCTGAGARAAAGCAGA
CCTAGATGTTGATGAGAGARAGCCAAGTCCTTGCTGATTATCAGAACACAARACATATAGCATGCARAATT
ATCTTTACCTGGTACTTAGGGAGGTCACAAATGAGCTGGACATGCATTTGGAATAGAGAGGAGGTAGTCT
ATATGGTGGATGAGAAGTTCAGCACTGGAGGAACTAACTGATACACACAGACCCCCAGTGTATATTCACT
TTTTAARTCAAGRAATAATGTCAAGTATAATCCATATCTATTTTATGAAGTTCTATGATTARATTTTAAG
CTGGGCGCGCTATACCTTATTTTIGGAT TGAAGCCAATATGATAATGAGGGGETGGAGTTTGTGACGTGEC
GCGCGGCCTGGAACGGGECGCETCACGTAGTAGTGTCGGCCGAAGTCTGATCTTGCAAGTGTGGCGGAACA
CATGTAAGCGACGGATGTCGCAARAGTGACGTTTTTGCTGTGCGCCGGTETACACAGGAAGTGACAATTT
TCGCGCGETTTTAGGUGGATGTTCTAGTAAATTTGGGCGTAACCGAGTAAGATTTGGCCATTTTICGLGGE
ARRACTGAATAAGCAGGAAGTGARATCTGAATAATTTTGTGTTACTCATAGCGCCTAATATTTGTCTAGGS
CCOCGGLGACTITCGACCGTTTACCTGGAGACTCGCCCAGGTGTTTTTCTCAGGTCTTTTCCGCGTTCCGG
GTCAAAGTTGGCGTTTTATTATTATAGTCAGCATGCATGCTCGAGCGGCCGUGACGCGCAGTGTATTTAT
ATCCGBACGGTCCGGGACCTCCTGTGCAAGAAC
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atggagtttgggctgagcetggetttttottgtggotattttaaaa Lider
M E F G L 5§ W L F L V A I L K

G/Escisién

GTAATTCATGGAGAAATAGAARAATTGAGTGTGAATGGATAAGAGTGAGAGAAACAGTGGATACGTGTGG
CAGTTTCTGACCAGGGTTTCTTITITGTTIGCAG

v ¢ L L E S 66 G G LV Q P G G S L R L S

t tgagctgggtocgocaggotoca

C A A 8 G FTF 5 T VY A M 5 WV R Q A P

tattaatgttggtggtgttaccacatactacgca

G E G L E W V S D I NV 6 6 V T T UY Y A
wwmmttmmmvh

D 8 v K &6 R F T I 8 R D N 8 KNTUL Y L

caaatgaacagcctgagagtagaggacacggccatgtattactgtgtgaggeggtecggg
Qg M N £§ L RV E DT AMTY Y C V RR S G

tctggggccagggatccctggtcategtectee
P DR W 58 5§88 P AD F W G Q G 58 L V I V 8

tcogococccaacccttttoccoccctegtectga
E§ 6 S A S AP TLUFUPILV -

GGTAAGAATGGCCTCTCCAGGTCTTAATTAARAGC TTGAAGTCTGAGGCAGAATCTTGTCCAGGETCTAT
CGGACTCTTGTGAGAAT TAGGGGCTGACAGTTGATGCTGACGAT TTCAGGGTCAGTGACTGTCTGGTTTC
TCTGAGGTGAGGCTGGAATATAGTTCACCTTGAAGACTTAAGAGGGGTCCAGGGGGCTTCTGCACAGGCA
GGGAMCAGAATGTGGAACARATGACTTGAATGCTTGATTCTTGTGTGACACCAGGAATTGGCATAATGTCT
GAGT TGCCCAGGGGTGAT T T AGTCAGACTCTGGGGTT T T TGTCGGGTATAGAGGARARATCCACTATTG
TGATTACTATGCTATGGACTACTGEGGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGGTAAGAATGGCCTC
TCCAGGTCTTTATTTTTAACCT T TG T TATGGAGT TTTCTGAGCATTGCAGACTAATCTTGGATATTTIGTC
CCTGAGGGAGCCGGCTGAGAGAAGTTGGGAAATARACTGTCTAGGGATC TCAGAGCCTTTAGGACAGATT
ATCTCCRACATCTTTGARARACT AAGAATCTGTGTGATGGTGT TGETGGAGTCCCTGGATGATGGGATRAGE
GACTTTGGAGGCTCATTTGAGGGAGATGCTARRACAATCCTATGEC TGGAGGGATAGTTGGGGCTGTAGT
TGGAGATTTTCAGTTTTTAGAATARAAGTATTAGCTGCGGAATATACT TCAGGACCACCTCTGTGACAGT
ATTTATACAGTATCCGATGCATAGGGACARAGAGTGGAGTGGGGCACTTTCTTTAGATTTGTGAGGARTG
TTCCACACTAGATTGT TTARAACTTCATT TGT TGGAAGGAGAGCTGTCTTAGTGATTGAGTCAAGGGAGA
ARGGCATCTRAGCCTCGGTCTCARRRGGGTAGT TGC TGTCTAGAGRAGGTCTGGTGGAGCCTGCAARAGTCC
AGCTTTCAAAGGAACACAGARGTATGTGTATGGAATATTAGAAGATGTTGCTTTTACTCTTAAGTTGGTT
CCTAGGAAR AT ACT TARATACTGTGACT TTAAAA TCTGAGAGGCTTTTCAAGTACTCATTTTTTTARAT
GTCCAAARTTTT TG TCAATCAATTTGAGGTCT TG T T IG TG TAGAACTGACATTACTTAAAGTTTAACCGA
GGAATGGGAGTGAGGCTCTCTCATACCCTATTCAGAACTGACTTTTANCAATARTARATTAAGTTTARAR
TATTTTTARATGAATTGAGCAATGTTGAGT TGGAGTCARGATGGCCGATCAGARCCAGARCACCTGCAGT
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AGCTGGCAGGAAGCAGGTCATGTGGCAAGGUTATTTGGGGAAGGGARARAA
TAGCTGTCGTTTCAAGAAGTCCTTTTCAAACACTCTGTCCAGCCCCACCAAAT
CRAARACACCACCTGGGTAATTTGCATTTICTAARATAAGTTGAGCATTCAGCCGAAACT
TTTTAACTTATTGAGTTCAARCCTTTTAATTTTAGCTTGAGTAGTTCTAGTTTCCCCARACTTAAGTTTAT
CCACTTCTAAAATCTATTTAGAATTCATTTTCARRATTAGGTTATCTAAGAAATTCAAGGACTTTAGTGT
CTTTAATTTCTAATATATTTAGARAACTTCTTARRATTACTCTATTATTCTTCCCTCIGATTATTGGTC
CCATTCAATTCTTTTCCAATACCCGAAGCATTTACAGTGACTTTGTTCATGATCTTTTTTAGTTCTTTGT
TTTGCCTTACTATTAAGACTTTGACATTCTGGTCAAAACGGCTTCACAAATCTTTTTCAAGACCACTTTC
TGAGTATTCATTTTAGGAGAAATACTTTTTTTTTAAATGAATGCAATTATCTAGACTTATTTCGGTTGAA
CATGCTGCTTGGTGGTTGAGAGGACACTCAGTCAGTCAGTGGCGTCGAAGGGCTTCTAAGCCAGTCCACAT
GCTCTGTGTGARCTCCCTCTGGCCCTGCTTATTGTTGAATGGGCCAAAGGTCTGAGACCAGGCTGCTGCT
GGETAGGCCTGGACTTTGGETCTCCCACCCAGACCTGGGAATGTATGETTGTGGCTTCTGCCACCCATCC
ACCTGGCTGCTCATGCGACCAGCCAGCCTCGGTGGCTTTCAACCAACARATTCCACACAAAGACTCTGGACC
TCTCCGAAACCAGGCACCGCARATGGTAAGCCAGAGGCAGCCACAGLTGTGGCTGCTGCTCTTAAAGCTT
GAGCTTTGCAAGGCTCGCAGTGACCAGGCGCCCGACATGETAACGAGACAGGCAGCCECCGLTGCTGCATT
TGCTTCTCTTAAAACTTTGCTATTTCACCTCTTATTTCCACTAGAAGCGGAACTGETCTTAATTGCTTGAT
GAAGAGCAGGAGACTCATTTATGTGAGTCTTTTGAGTGACCATTCTCTGGGTCACTCCCATTTAACTTTC
CCTRAAGCCCATTTGAAGGAGAGGTCGCACGAGCTGCTCCACAACCTCTGAATGGGEGATGGCATGGGTAA
TGATGCTTGAGAACATACCAAGCCCCACTGGCATCGUCCTTGTCTAAGTCATTGACTCTAGCTCATCATC
GCACCCTTGARAGTAGCCCATGCCTTCCARAGCGATTTATGCTARATGGCAGAATTTTAAGTGGCAAATT

AGATAARAATGCATTTCTTGCTTGTTTCCAATGATGACTGTITATCTAGAGGGAATTTRAAAGGCAGGGETT
TACTGCAGACTCAGAAGGGAGCGGGATGCTCCGECAAGGTCCAGCCTCTGAGCATCTCAATACCCTCCTLT
TGETGCAGAAGATATGCTGCCACTTCTAGAGCAAGGGGACCTGCTCATTTTTATCACAGCACAGGCTCL
ARRTTCTTGGTCTCATTCTCAAGATGTTTTAATGACTTTAAACCAGCAAAGAAATATTCCACCCAGGTAG
TGCAGGGTGCTAATCGATTGGTAATCCTTITGGAACCARAACCCAGLETGGCGLTGGEELAGGACTECAGGGA
ACTGGGGTATCAAGTAGAGGCAGACAAAAGATGCAAGCCAGCCTCECTGTGCAGCAACCCGGCAATGAGA
TCGCTTTAGCTGAGACAAGCAGCGTCTGETGGECTCGACCATTTCTCGCCATGACAACTCCATCCAGCTTITC
AGARATGGACTCAGATGGGCAARAACTGACCTAAGCTGACCTAGACTAAACAAGGUTCRACTGGGUTGAG
TGAGCTGAACTGGGCTCAGTTCAACTGOLETTGACCTCGAGCTGAGCTGAGCTCGGCTAAGTTGCACCAGGT
GAGCTGAGCTGAGCTGGGCTTGGCTGCACTAAGCTGGGCTGAGCTGGGCAGGGLTGGECTEEGITGAGL
GAGATGGTCTTAGGTGGTCTGAGCTCAGCTAGGCTGGEUTGAGCTGGETCTGAGCTCATCTGAGTTGGECT
GAGCTGAGCTTGGCTTTGCTCGAGCTCEEETEECETGCECTCGCELTCCATTCGACCTEELCTGEGCTGGEAT
GAACTGGATTGAGCTGGCCTGGGCTCGLATGAACTGGAGGACATGECACTGGGCCAATCTTCATGATCTT
GTTGGACATAGATGGATAGCCTCAGCTGAGTCTACACTGCGTTCCCCATCACACTCACCCTCCCTATALT

ACTCCCAGGCCTGGGTTGTCTGCCTGCGCAGACTTCAGGGTACCTGGAGTGTGACTCAGCTGGGGEGEIAG
CAGAAGUTGGGCTGGAGGGACTCTATTOGCTLCCTGCCGGETCTCTGGCTCCAGCCTTCACATTCAGGETA
TGCAACCTGGGCCCTCCAGCTGCATGTGCTGGCAGCTCAGTCTGTGCAGCACCTACCTGCTGATGCCTCS
GGGGAAAGCAGGCCTGGTCCACCCARACCTGAGUCCTCAGUCCATTCTGAGUAGGGAGCCAGGGGLAGTCA
GGCCTCAGAGTGCAGCAGGGLAGCCACGCTCAATGOTGCCAGGCATGGCTCAGCCTGUTCCAGGAGACCLL
AGGTCTGTCCAGGTGTTCAGTGCTGGEGLCCTGCAGCAGGATGLGLTGAGGUCTGCAGCCCCAGCAGCCTT
GGACAAAGACCTGAGGCCTCACCACGGCCCCGCCACCCCTGATAGCCATGACAGTCTGEGLUTTTGGAGE
CTGCAGGTGGGCTCEGCCTTGCTCEEELAGCCACAGCGGCGACGCAAGTAGTCAGCCCACTCAGAACGLL
CTCAGCCCTGACAGGCAGGGCACGAGGAGGCAGCTCCTCACCCTCCCTTTCTCTTTTGTCCTGUGGGTLL
TCAGG

‘T)

105



ES 2 662 100 T3

gagtgcatcecgecccaaccectttteccectegteteetgtgagaattecececcgteggatacyg
G § A § A P T L F P L v 8 C E H 8 P 8 D T
agcagcgtggecgttggectgectegecacaggacttectteccegactecatcactttetec

$ §$ v AV 6 C L A QD F L P D S I T F 8
tggaaatacaagaacaactctgacatcagecagcacceggggetteecatecagtectgaga CH1
W K ¥ K N N 8 D I 8 §$ T R G F P S V L R
gggggcaagtacgcagccacctecacaggtgetgetgectteccaaggacgtecatgecaggge

G G K ¥ A A T 8§ ¢ v L L P §8 K D V M @ G
acagacgaacacgtggtgtgcaaagtccagcacceccaacggcaacaaagaaaagaacgtg

T D E H VvV VvV € X VvV ¢ H P N GG N K E K N V
cctetteca

P L P

GGTGAGGGCCGGELCCAGUCACCGGGACAGAGAGGGAGCUGAALGEGGLEGEAGTGELGEGCACCEGELT
GACACGTGTCCCTCACTGCA

gtgattgetgagetgecteccaaagtgagegtettegtececcacecegegacggettetiegge
v I A E L P P XK V 8 vV F VvV P P R D G F F G
aacccccegcaagtecaagetecatetgecaggecacgggttteagtececggecagattcag

N P R K 8 XK L I € Q A T G F 8 P R Q I ¢
gtgtcctggctgegcgaggggaagecaggtggggtetggegtecaccacggaccaggtgcag

vV 8 W L R E G X Q V G 8 6 VvV T T D Q VvV Q CH2
gctgaggccaaagagtctgggcccacgacctacaaggtgaccagcacactgaccatcaaa

A E A K B § 6 P T T Y K V T S$§ 7T L T I K
gagagcgactggetcagecagagcatgttecacctgecgegtggatcacaggggectgace

E 8 b W L 8 ¢ §S M F T C R V D B R 6 L T
ttccagecagaatgegtectecatgtgtgtecee

F Q Q N A 8 8 M ¢ v »p

GGTGAGTGACCTGTCCCCAGGGGCAGCACCCACCCACACACAGEGETCCACTCGGGTCTEGCATTCGCCA
CCCCGGATGCAGCCATCTACTCCCTGAGCCTTGECTTCCCAGAGCGGCLAAGGGLAGEGECTCGGEELGET
AGCGACCCCTGGGCTCGGCAGAGGCAGTTGCTACTCTTTGGETGGCAACCATGCCTCCCCCCACATCCACA
CCTGCCCCACCTCTGACTCCCTTCTCTTGACTCCA

gatcaagacacagccatcogggtettegecatececccecatectttgecageatettecteace

b ¢ b T A I R V F A I P P 8 F A 8§ I F L T
aagtccaccaagttgacctgectggtcacagacectgaccacctatgacagegtgaccate

K 8 7 X ... ~ ¢ L v T D L T T ¥ D § V T I
tcctggaccogecagaatggecgaagetgtgaaaacccacaccaacatctecgagagecac

S W T R ¢ N G E A V K T H T N I S E s H CH3
cccaatgecactttcagegecgtgggtgaggecagecatctgegaggatgactggaattce

P N A T F 8 AV 6 E A 8 I C E D D W N S
ggggagaggttcacgtgcaccgtgaccecacacagacctgecctaegeccactgaagcagace

¢ E R F T C T V T H T D L P S P L K @ T
Atctccoceggeccaag

I 8§ R P K
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GGTAGGCCCCACTCTTGCCCCTCTTCCTGCACTCCCTGGGACCTCCCTTGGCCTCTGGGGCATGGTGGARAA
AGCACCCCTCACTCCCCCGTTGTCTGGGCAACTGGGGAAARGGGGACTCAACCCCAGCCCACAGGUTGGT
CCCCCCACTGCCCCGCCCTCACCACCATCTCTGTTCACAG

gggtggecctgecacaggecegatgtetacttgetgecaccagecegggageagetgaacetyg
GV A L H R P DV ¥ L L P P A REQQ L N L
cgggagtcggccaccatcacgtgectggtgacgggcttctectccegeggacgtettegtg
R E s A T 1 7T C L VT G F 8 P A D V F V
cagtggatgcagagggggcageccttgteccecggagaagtatgtgaccagegececaatyg
Q W M Q R G ¢ P L 8 P E XK Y V T 8 A P M
cctgagcceccaggecccaggecggtacttegeccacagecatectgacegtgtecgaagag CH4
P E P Q A P G R Y F A H S I L T V 8 E E
gaatggaacacgggggagacctacacctgegtggtggecccatgaggecctgocccaacagg
E W N T G E T Y T CV V A HE A L P N R
gtcaccgagaggaccegtggacaagtecaccggtaaacccacceetgtacaacgtgtecotyg
vV T E R T V D K 8 T G K P T L Y N V 8 L
gtcatgtcegacacagectggecacctgetac

vV M 8 DT A G T C Y

TCGACCCTGCTGGCCTGCCCACAGCGCTCGGEGCEECTGECCGCTCTCTGTGTCCATGCAAACTAACCETGT
CRACGGGGTGAGATGTTGCATCTTATAAAATTAGARATAARAAGATCCATTCARRAGATACTGGTCCTGA
GTGCACGATGCTCTGGCCTACTGGGGLGGCGECTGTGCTGCACCCACCCTGCGCOTCCCCTGCAGAACAL
CTTCCTCCACAGCCCCCACCCCTCGCCTCACCCACCTGCETGCCTCAGTGGCTTCTAGAAACCCCTGAATT
CCCTGCAGCTGUTCACAGCAGGCTGACCTCAGACTTGCCATTCCTCCTACTGCTTCCAGARAGARRAGCTG
RARAGCAAGACCACACCTATACAGGCAGCACACAGGCATGTGTGGATACACATGGACAGACACGGATACAL
ACAAACACATGLACACACAGAGACGTOCTAACCCATGGGCACACACATACACAGACATGGACCCACACAC
ARRCATATGTGGACACACATGTACARACATGCACAGGCACACAAAGAGAACACTGACTACAGGCACACAC
ACACACGGGCACACACATGGATATGTGCACACATGGACACATACATGTGCCAGGACATGCCACACACACAGA
CACACTAGCACAGAGGCATACACACACAGACACACACATTCACAAACACACATCTGCATGCARACACACA
CACATGTACAGACACAAGTACATGGACACATCCACACCCAGAGACACACTGACACAGACACACAGGAGCA
TCTGATACACTAACACGTGGACACACACGTCTACCCACAGGCACACAACAGATGCACACGCGTACACAGA
CATGCACACACCCACAGGCACAACACGTGCGCATGCCGGLCCGAGATCCOTGGCCAGGGATCCCTGGCCAG
GGATCCCTGGCCAGGCGATCTTCAATATTGGCCATTAGCCATATTATTCATTCCTTATATAGCATARAATCA
ATATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCATAATATGTACATTTATATTGGCTCATGTCC
BATATGACCGCCATGTTCCCATTCGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTY
CATAGCCCATATATGGAGTTCCCCGTTACATAACTTACGGTAAATGCGCCCGCLTGGLUTGACCGCCCAALG
ACCCCCGCCCATTGACGTCAATARTGACGTATCTTCCCATAGTAACCGCCAATACGGCGACTTTCCATTGACG
TCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGCCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCARGTCCG
CCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTACGGGALT
TTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTCGATGCGGTTTTGGCAGTACAL
CRATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGCGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACCTCAATGGGAGT
TTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATCTCGTAACAACTGCCGATCCCCLCGCCCCGTTGAL
GCAAATGGGCGGTAGGCETGTACGGTGGGAGGTCTATATAACCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATLC
ACTAGAAGCTTTATTGCGGTAGTTTATCACAGTTARAATTGCTAACGCAGTCAGTGCTTCTGACACAACAG
TCTCGAACTTAAGCTGCAGTGACTCTCTTAAGCTAGCCTTGCAGAAGTTGETCETGAGGCACTGGGCAGG
TAAGTATCAAGGTTACAAGACAGCTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGECTTGTCGAGACAGAGAAGACT
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CTTGCGTTTCTGATAGGCACCTATTGCTCTTACTGACATCCACTTTGCCTTTCTCTCCACAGETGTCCAC
TCCCAGTTCAATTACAGCTCTTAAGCCTAGAGTACTTAATACGACTCACTATAGGCTAGCGCTAGCTCAA
GACTCAGCCGGAL

gctagetcaagactcagecggacatggacatgagggtecetgetcagetectgggacteet
- L XK T ¢ P D M D M R V P A Q L L ¢ L L

ctgetetggeteccagataccagatgt

L L W L P D T R C

gacatccagatgacccagtcetecatectecctyg

D I @ M T @ S P S S L
tetgeatetgtaggagacagagtcaccatcacttgecgggegagtcagggcatiggeaat
S A 8 vV 6 b RV T I T CIRAZS P GG I 6 N
tatttagecctggtatcagcagaaaccagggaaagttcctaaactecctgatctatactaca
Y L A W Y Q ¢ K P GG K vV P K L L I Y T T

Tccattttgcaatcaggggtcccatetegattcagtggecagtggatctgggacagattte VL
§ I » § 8 6 VvV P 8 R F 8 G 8§ G 8 G T D F
actctcaccatcagcagectgecagectgaagattitgecaacttattactgtcaaaaatat

T L ¥ I 8 8 L @ P E D F A T ¥ ¥ C Q K ¥
Aacagtgccccgeggacgtteggccaagggaccagggtggac

N 8§ A P R TV F G @ G T R V D

atcaaacgaactgtggcet

I X R T VvV A
gcaccatctgtcttecatecttcccgecatectgatgagecagttgaaatectggaactgee

A P 8§ V F I F P P 8 b E Q@ L K 8 G T A
tectgttgtgtgecctgetgaataac

s v v € L L N N
ttectateccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgecctecaategggtaac
F ¥ P R E A K V ¢ W K VvV D N AL @ S G N

tcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagectceageagcace CL
S ¢ E $ vV T E ¢ b 8 K b 8§ T Y 8§ L 8 § T
ctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgeeotgegaagtcacceat

L T L S K A D ¥ BE K H XK v ¥ A C E Vv 7T H
cagggcectgagectegecegtecacaaagagcettcaacaggggagagtgttag

¢ 6 L S 8 PV T K 8 F N R 6 E ¢ -

LLLLL ACTCGAGTTGGCCECTTCCCTTTAGTGAGCCTTAATGCTTCCAGCAGACATCATAAGATACATTIGATG
AGTTTGCACAARACCACAACTAGAATGCAGTGARARARAATCCTTTATTTGTGAAATTTCTGATGCTATTGL
TTTATTTGTAACCATTATAAGCTGCAATAAACAAGTTARCAACAACAATTGCATTCATTTTATGTTTCAG
GTTCAGGCGGAGATCTGCEAGCTTTTITTARAGCAACTARRACCTCTACARATCTGCTAARATCCGATAAG
GATCGATGGCGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGGCCGTTGA
GCACCGCCGUCGCAAGGAATGCGTGCATGCAAGCAGATGGCGCCCAACAGTCCCCCGGLCACGGGGLCTGE
CACCATACCCACGCCGRAACAAGCGLTCATGAGCUCGAAGTGGLGAGCCCGATCTTCCCCATCGGTEATS
TCGOLGATATAGGCGCCAGCAACCGCACCTGTGGCGCCEETGATGLCGGUCACGATGCGTCCGGCGTAGA
CGGATCTCTGACGGAAGGAAAGAACTCAGAAGGCAARAACCAGAGTAACTCCACAGTAGCTCCAAATTCTT
TATAAGCGTCAATGTCCATGCCCCARAGLCAUCCAAGGUACAGLCTTGGAGGCTTGAACAGTGGGACATGT
ACAACAGATGATTAGGCCAGAGCTGCAAAAAGTTCCATGCTCCTCGTGCGCAGACCAATTTATGCCTACAGT

J"
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CTCCTAATACAAAGACCTTTAACCTAATCTCCTCCCCCAGCTCCTCCCAGTCCTTAAACACACAGTCTITT
GAAGTAGGCCTCAAGETCGETCGTTGACATTGCTGGGAGTCCA GmC“CCTCTTﬁTC?nd ACCTTGGGC
AGGATCTGATGGGCGTTCACGGTCCTCTCCATCCAACCTGCAGAGETGAAGCGAACTCGCACACGGALCEE
CAGATGAGAAGGCACAGACGGGGAGACCGLGTA AG%G%GGTCCGCCCCT?C”TCGGCTGG%mCGGCAGa
CGCAGAAGGGGACGAGCACGAGTCCCRAAGCGECCCCGCGAGEGETCGTCCOLGGEATTCAGCGCCGACGGGA
CGTAAACARAGGACGTCCCGCGAAGGATCTAAAGCCAGCARRAGTCCCATGGTCTTATAARARRATGCATAG
CTTTAGGAGGGGAGCAGAGAACTTGAAAGCATCTTCCTETTAGTCTTTCTTCTCGTAGACTTCAAACTTA
TACTTGATGCCTTTTTCCTCCTGGACCTCAGAGAGGACGUCTGGETATTCTGCGAGAAGTTTATATTTCC
CCARATCAATTTCTGECAAAAACGTGTCACTTTCARAATTCCTGCATCGATCCTTGTCACAAAGAGTCTGAG
GTGGCCTGCTTGATTCATCCCTTCCTGGTAAACAGAACTGCCTCCGACTATCCAAACCATGTCTACTTTA
CTTGCCAATTCCGGTTCTTCAATAAGTCTTAAGGCATCATCCAAAC TGGCAAGAARATGAGCTCCTC
GTGGT”h”TCTTTG&CTTCTCTACTGAG%ACT&TATTEBTTCTGTCCT ARAGGTCGATTCTTCTCAGG
AATGGAGAACCAGGTTTTCCTACCCATAATCACCAGATTCTGTTTACCTICCACTCAAGAGETTGTGETC
ATTCTTTCGAAGTACTTGAACTCETTCLTGAGCGGAGGCCAGGETCEOTCTCCEGTTCTTGCCAATCCCCA
TATTTTGGCACACGGCCGACCATGCAGTTCAATGCTCCAACCATGATGGCAATTCTAGARAGCTTTTTGCA
ARRGCCTAGGCCTCCAAAAARGCCTCCTCACTACTTCTGGAATAGCTCACGAGGCLGAGGCGGLCTCGGELE
TCTGCATAAATAARAARRATTAGTCAGCCATGGOGCGGAGAATGGGLGEARCTGGGLEGAGTTAGEGGCG
GGATGGGCGGAGTTAGCEGLGGCACTATGGTTGCTCGACTAATTGAGATECATGCTTTGCATACTTCTGCC
TGCTGGGGAGCCTGGGGAC
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FIGURA 36

Diferencias predichas entre tratamientos de rHigM12 e IgM de control

learem:las predichas »

e 8 1% 24 2 4 4 S 85 0 @ 1w 2 2 & @™ %

Diferencias predichas entre tratamientos de rHIgM12 y salina

?;._'L__.'E T 2y
=
=
r——3
=
_-
e

'ﬂL aﬂiﬂﬂ

Diferencias predichas o

2 o o o

5 0 16 24 %2 e ©® % 8 0 & € M R & & %
Diferencias predichas entre tratamientos de IgM de control y salina

lilhﬁiﬂiﬂilfﬂiﬂi tl H}H]HEA[EIH‘H[IHH

& T

164

ferencias predichas m

-

& 2 B = = wu N
1_._3'____7___:;__71_?_9_3

D

139



ES 2 662 100 T3

FIGURA 37

- IgM de cantral - Salina

B seore2

..Eﬁ.n__ Jod nu,_._

op sauc|>dwniiagy)| Q ap seunisdwniiaju]

Dias

Dias

140



ES 2 662 100 T3

FIGURA 38

Proporciones de supervivencia

*- R12
s PBS o NINGUNO

-q

Supervivencia (%)

0 25 S0 75 100 125 150 175

Tiempo (Dias)

141



ES 2 662 100 T3
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