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DESCRIPCION
Antagonistas de PCSK9
REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES DE PATENTE RELACIONADAS

La presente invencion reivindica el beneficio de prioridad respecto a la Solicitud de Patente Provisional de EE. UU. N.°
61/285 942, presentada el 11 de diciembre de 2009.

CAMPO DE LA INVENCION
La presente invencién se refiere a antagonistas que son anticuerpos contra PCSK9.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL-R) previene la aterosclerosis e hipercolesterolemia mediante la
eliminacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) en el torrente sanguineo. El LDL-R se regula a nivel
postraduccional por accidon de la proproteina convertasa subtilisina/kexina de tipo 9a ("PCSK9"). Recientemente, se
ha descrito la supresion de PCSK9 en ratones. Estos ratones mostraron una reduccion de aproximadamente un 50%
en los niveles de colesterol en plasma y mostraron una mayor sensibilidad frente a las estatinas a la hora de reducir
el colesterol en plasma (Rashid S et al (2005) Proc Natl Acad Sci 102:5374-5379. Los datos genéticos humanos
también estan a favor del papel de PCSK9 en la homeostasis de LDL. Recientemente, se han identificado dos
mutaciones que presuntamente son mutaciones de "pérdida de funcion" en PCSK9. Los individuos con estas
mutaciones presentan una reduccién de aproximadamente un 40% de los niveles en plasma de LDL-C, lo cual se
traduce en una reduccién de aproximadamente un 50-90% de enfermedad coronaria. Considerados de forma conjunta,
estos estudios indican que un inhibidor de PCSK9 seria beneficioso para reducir las concentraciones en plasma de
LDL-C y otras afecciones patoldgicas mediadas por PCSK9 y este se podria coadministrar, p. €j., con un segundo
agente util para reducir el colesterol con el fin de obtener una mayor eficacia.

El documento W0O2008057459 describe un anticuerpo anti-PCSK9 que antagoniza la inhibicién por parte de PCSK9
de la captacion de LDL celular.

BREVE COMPENDIO DE LA INVENCION
La invencién es tal como se define en las reivindicaciones.

La presente invencién proporciona anticuerpos segun se definen en las reivindicaciones que se unen a la proproteina
convertasa subtilisina/kexina de tipo 9 (PCSK9) (p. ej., SEQ ID NO:47) y antagonizan su funcién, y a métodos para
utilizar tales anticuerpos, p. €j., para tratar afecciones patolégicas mediadas por PCSK9. En un aspecto, la invencion
proporciona un anticuerpo que se une a la proproteina convertasa subtilisina’/kexina de tipo 9 (PCSK9), donde el
anticuerpo comprende:

una region variable de la cadena pesada y

una regién variable de la cadena ligera, donde la region variable de la cadena pesada y la regién variable de la cadena
ligera comprenden cada una las tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR) siguientes: CDR1, CDR2
y CDRS3; donde:

i) la CDR1 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:6;

ii) la CDR2 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9;

i) la CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:13;
iv) la CDR1 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:20;

v) la CDR2 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:23; y

vi) la CDR3 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:26,

o donde:

i) la CDR1 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:7;

ii) la CDR2 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10;

iii) la CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:12 o
SEQ ID NO:13;

iv) la CDR1 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21;

v) la CDR2 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:24; y

vi) la CDR3 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:26.

La divulgacion proporciona anticuerpos y moléculas de unién al antigeno que se unen a la proproteina convertasa
subtilisina’kexina de tipo 9 (PCSK9). En algunas realizaciones, el anticuerpo:

a) no blogquea la unién de PCSK9 al receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) y

b) inhibe la degradacion de LDLR mediada por PCSKO.
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En algunos casos, el anticuerpo o molécula de unién al antigeno se une a al menos un aminoacido en las posiciones
de residuos 680-692 de PCSK9 humana. Por ejemplo, en algunos casos, el anticuerpo o molécula de unién al antigeno
se une a un epitopo de PCSK9 dentro de la secuencia de aminoacidos RSRHLAQASQELQ (SEQ ID NO:49).

En algunos casos, el anticuerpo o molécula de unién al antigeno se une a PCSK9 humana con una constante de
disociacion de equilibrio (KD) de aproximadamente 500 pM o inferior. Por ejemplo, en algunos casos, el anticuerpo o
molécula de unién al antigeno se une a PCSK9 humana con una constante de disociacion de equilibrio (KD) de
aproximadamente 400 pM, 300 pM, 250 pM, 200 pM, 190 pM, 180 pM, 170 pM, 160 pM, 150 pM, 140 pM o inferior.

En algunos casos, el anticuerpo o molécula de unién al antigeno tiene una semivida in vivo de al menos
aproximadamente 7 dias. En algunos casos, el anticuerpo o molécula de unién al antigeno tiene una semivida in vivo
de al menos aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 dias. En algunos casos, el anticuerpo o molécula de unién al
antigeno ejerce un efecto reductor del colesterol in vivo de al menos aproximadamente 2 semanas, por ejemplo, 2, 3,
4 semanas o mas. Preferentemente, la semivida in vivo se determina en un sujeto humano.

En algunos aspectos de la divulgacién, el anticuerpo comprende

(a) una region variable de la cadena pesada que comprende un segmento V de la cadena pesada humana, una region
determinante de la complementariedad 3 (CDR3) de la cadena pesada y una region de marco 4 (FR4) de la cadena
pesada, y

(b) una region variable de la cadena ligera que comprende un segmento V de la cadena ligera humana, una CDR3 de
la cadena ligera y una FR4 de la cadena ligera, donde

i) la CDR3 de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos SYYYY(A/N)MD(A/F/S/V/Y) (SEQ ID NO:14);

y
ii) la region variable CDR3 de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos LQWSSDPPT (SEQ ID NO:26).

En algunos casos, el anticuerpo comprende

(a) una region variable de la cadena pesada que comprende un segmento V de la cadena pesada humana, una region
determinante de la complementariedad 3 (CDR3) de la cadena pesada y una region de marco 4 (FR4) de la cadena
pesada, y

(b) una region variable de la cadena ligera que comprende un segmento V de la cadena ligera humana, una CDR3 de
la cadena ligera y una FR4 de la cadena ligera, donde

i) la CDR3 de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos SYYYYNMDY (SEQ ID NO:12); y

ii) la region variable CDR3 de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos LQWSSDPPT (SEQ ID NO:26).

En algunos casos, el anticuerpo comprende

(a) una region variable de la cadena pesada que comprende un segmento V de la cadena pesada humana, una region
determinante de la complementariedad 3 (CDR3) de la cadena pesada y una region de marco 4 (FR4) de la cadena
pesada, y

(b) una region variable de la cadena ligera que comprende un segmento V de la cadena ligera humana, una CDRS3 de
la cadena ligera y una FR4 de la cadena ligera, donde

i) la CDR3 de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos SYYYYAMDY (SEQ ID NO:13); y

ii) la region variable CDR3 de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos LQWSSDPPT (SEQ ID NO:26).

En algunos casos, la CDR3 de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
constituido por SEQ ID NO:12y SEQ ID NO:13;y la CDR3 de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO:26.

En algunos casos, el segmento V de la cadena pesada presenta al menos un 85%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad secuencial respecto a SEQ ID NO:28, y donde el segmento V de la
cadena ligera presenta al menos un 85%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de
identidad secuencial respecto a SEQ ID NO:31.

En algunos casos, el segmento V de la cadena pesada presenta al menos un 85%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad secuencial respecto a SEQ ID NO:27, y donde el segmento V de la
cadena ligera presenta al menos un 85%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de
identidad secuencial respecto al aminoacido seleccionado del grupo constituido por SEQ ID NO:29 y SEQ ID NO:30.

En algunos casos, la FR4 de la cadena pesada es una FR4 de la linea germinal humana. En algunas realizaciones, la
FR4 de la cadena pesada es la SEQ ID NO:35.

En algunos casos, la FR4 de la cadena ligera es una FR4 de la linea germinal humana. En algunas realizaciones, la
FR4 de la cadena ligera es la SEQ ID NO:39.

En algunos aspectos de la divulgacion, el segmento V de la cadena pesada y el segmento V de la cadena ligera
comprenden cada uno de ellos una region determinante de la complementariedad 1 (CDR1) y una regién determinante
de la complementariedad 2 (CDR2); donde:
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i) la CDR1 del segmento V de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:8;
ii) la CDR2 del segmento V de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:11;
iii) la CDR1 del segmento V de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:22; y
iv) la CDR2 del segmento V de la cadena ligera comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:25.

En algunos casos, el segmento V de la cadena pesada y el segmento V de la cadena ligera comprenden cada uno de
ellos una regién determinante de la complementariedad 1 (CDR1) y una regién determinante de la complementariedad
2 (CDR2); donde:

i) la CDR1 del segmento V de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:7;

ii) la CDR2 del segmento V de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10;

iii) la CDR1 del segmento V de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21;y

iv) la CDR2 del segmento V de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:24.

En algunas realizaciones,

i) la CDR1 del segmento V de la cadena pesada comprende la SEQ ID NO:7;

ii) la CDR2 del segmento V de la cadena pesada comprende la SEQ ID NO:10;

iii) la CDR3 de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo constituido por SEQ
ID NO:12 y SEQ ID NO:13;

iv) la CDR1 del segmento V de la cadena ligera comprende la SEQ ID NO:21;

v) la CDR2 del segmento V de la cadena ligera comprende la SEQ ID NO:24; y

vi) la CDRS3 de la cadena ligera comprende la SEQ ID NO:26.

En algunos casos, la region variable de la cadena pesada presenta al menos un 85%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de la secuencia de aminoacidos respecto a la region variable de
SEQ ID NO:40 y la region variable de la cadena ligera presenta al menos un 90% de identidad de la secuencia de
aminodcidos respecto a la regién variable de SEQ ID NO:41.

En algunos casos, el anticuerpo comprende una cadena pesada que comprende la SEQ ID NO:40 y una cadena ligera
que comprende la SEQ ID NO:41.

En algunos casos, la region variable de la cadena pesada presenta al menos un 85%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de la secuencia de aminodacidos respecto a la region variable
seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:4 y la region variable de la cadena ligera presenta
al menos un 85%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de la secuencia
de aminoécidos respecto a la region variable seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO:16 y SEQ ID NO:18.

En algunas realizaciones, la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:4 y la region variable de la cadena ligera comprende
la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo constituido por SEQ ID NO:16 y SEQ ID NO:18.

En algunas realizaciones, el anticuerpo es una IgG. En algunas realizaciones, el anticuerpo es una IgG1. En algunas
realizaciones, el anticuerpo tiene una cadena pesada que comparte al menos un 85%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad secuencial respecto a un aminoacido seleccionado del grupo
constituido por SEQ ID NO:3 y SEQ ID NO:5. En algunas realizaciones, el anticuerpo tiene una cadena ligera que
comparte al menos un 85%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad
secuencial respecto a un aminoacido seleccionado del grupo constituido por SEQ ID NO:17 y SEQ ID NO:19.

En algunas realizaciones, el anticuerpo es un fragmento FAb’. En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo
de cadena Unica (scFv). En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende regiones constantes humanas. En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende una region constante de IgG1 humana. En algunas realizaciones, la region
constante de IgG1 humana estd mutada para que tenga una menor afinidad de unién por un ligando efector tal como
un receptor Fc (FcR), p. ej., Fc gamma R1, en una célula o el componente C1 del complemento. Remitase, p. €j., a la
Patente de EE. UU. N.2 5 624 821. En algunas realizaciones, los residuos aminoacidicos L234 y L235 de la region
constante de IgG1 se sustituyen por Ala234 y Ala235. La numeracion de los residuos en la regién constante de la
cadena pesada es la del indice EU (remitase a Kabat et al., (1983) "Sequences of Proteins of Immunological Interest',
Departamento de Servicios Humanos y Sanitarios de los EE. UU.).

En algunas realizaciones, el anticuerpo esta unido a una proteina portadora, por ejemplo, albdmina.

En algunas realizaciones, el anticuerpo esta PEGilado.

La divulgacién proporciona anticuerpos que se unen a PCSK9, donde el anticuerpo comprende una region variable de
la cadena pesada y una regién variable de la cadena ligera, donde la region variable de la cadena pesada y la region
variable de la cadena ligera comprenden cada una de ellas las tres regiones determinantes de la complementariedad

(CDR) siguientes: CDR1, CDR2 y CDRS; donde:
i) la CDR1 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:8;
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ii) la CDR2 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:11;
iii) la CDRS3 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:14;
iv) la CDR1 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:22;
v) la CDR2 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:25;
vi) la CDRS3 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26.

En algunos casos,

i) la CDR1 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoéacidos seleccionada del grupo
constituido por SEQ ID NO:6 y SEQ ID NO:7;

ii) la CDR2 de la regién variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
constituido por SEQ ID NO:9 y SEQ ID NO:10;

iii) la CDRS3 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
constituido por SEQ ID NO:12 y SEQ ID NO:13;

iv) la CDR1 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo
constituido por SEQ ID NO:20 y SEQ ID NO:21;

v) la CDR2 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminodacidos seleccionada del grupo
constituido por SEQ ID NO:23 y SEQ ID NO:24;

vi) la CDR3 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:26.

En un aspecto relacionado, la invencion proporciona anticuerpos que se unen a PCSK9, donde el anticuerpo
comprende una region variable de la cadena pesada y una region variable de la cadena ligera, donde la region variable
de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera comprenden cada una de ellas las tres regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) siguientes: CDR1, CDR2 y CDR3; donde:

i) la CDR1 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

N ii) la CDR2 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID
NO®: i) la CDR3 de la regién variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NoS: iv) la CDR1 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
No20 v) la CDR2 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID
:Z: vi) la CDR3 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID

En un aspecto relacionado, la invencion proporciona anticuerpos que se unen a PCSK9, donde el anticuerpo
comprende una region variable de la cadena pesada y una region variable de la cadena ligera, donde la region variable
de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera comprenden cada una de ellas las tres regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) siguientes: CDR1, CDR2 y CDR3; donde:

i) la CDR1 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:7;

ii) la CDR2 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:10;

iii) la CDRS3 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:12;
iv) la CDR1 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21;

v) la CDR2 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:24;

vi) la CDRS3 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26.

En un aspecto relacionado, la invencion proporciona anticuerpos que se unen a PCSK9, donde el anticuerpo
comprende una region variable de la cadena pesada y una region variable de la cadena ligera, donde la region variable
de la cadena pesada y la region variable de la cadena ligera comprenden cada una de ellas las tres regiones
determinantes de la complementariedad (CDR) siguientes: CDR1, CDR2 y CDR3; donde:

i) la CDR1 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:7;

ii) la CDR2 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:10;

i) la CDRS3 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:13;
iv) la CDR1 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21;

v) la CDR2 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:24;

vi) la CDRS3 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:26.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona composiciones que comprenden un anticuerpo o molécula de unidn
al antigeno segun se menciona en las reivindicaciones y un excipiente fisiolégicamente compatible.

En algunas realizaciones, la composicion comprende ademas un segundo agente que reduce los niveles de colesterol
lipoproteico de baja densidad (LDL-C) en un individuo.
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En algunas realizaciones, el segundo agente es una estatina. Por ejemplo, la estatina se puede seleccionar del grupo
constituido por atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, lovastatina, mevastatina, pitavastatina, pravastatina,
rosuvastatina y simvastatina.

En algunas realizaciones, el segundo agente se selecciona del grupo constituido por fibratos, niacina y sus analogos,
un inhibidor de la absorcion de colesterol, un captador de acido biliar, un mimético de la hormona de la tiroides, un
inhibidor de la proteina de transferencia de ftriglicéridos microsomal (MTP), un inhibidor de la diacilglicerol-
aciltransferasa (DGAT), un &cido nucleico inhibidor que tenga PCSK9 como diana y un &cido nucleico inhibidor que
tenga apoB100 como diana.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o molécula
de unién al antigeno seglin se menciona en las reivindicaciones, para su uso en un método de reduccién de LDL-C
en un individuo que lo necesite.

En algunas realizaciones, el individuo presenta un grado de respuesta anormalmente bajo a la terapia de estatinas o
es resistente a esta. En algunas realizaciones, el individuo es intolerante a la terapia de estatinas. En algunas
realizaciones, el individuo tiene un nivel de LDL-C de referencia de al menos aproximadamente 100 mg/dL, por
ejemplo, al menos aproximadamente 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 mg/dL o superior. En algunas
realizaciones, el individuo padece hipercolesterolemia familiar. En algunas realizaciones, el individuo padece
trigliceridemia. En algunas realizaciones, el individuo tiene una mutacion del gen PCSK9 de ganancia de funcion. En
algunas realizaciones, el individuo padece dislipidemia inducida por farmacos.

En algunas realizaciones, el colesterol total se reduce con LDL-C.

En algunas realizaciones, el anticuerpo para dicho uso es para la administracion con una cantidad terapéuticamente
eficaz de un segundo agente eficaz a la hora de reducir LDL-C en el individuo.

En algunas realizaciones, el segundo agente es una estatina. Por ejemplo, la estatina se puede seleccionar del grupo
constituido por atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, lovastatina, mevastatina, pitavastatina, pravastatina,
rosuvastatina y simvastatina.

En algunas realizaciones, el segundo agente se selecciona del grupo constituido por fibratos, niacina y sus analogos,
inhibidores de la absorcion de colesterol, captadores de acido biliar, miméticos de la hormona de la tiroides, un inhibidor
de la proteina de transferencia de triglicéridos microsomal (MTP), un inhibidor de la diacilglicerol-aciltransferasa
(DGAT), un &cido nucleico inhibidor que tenga PCSK9 como diana y un acido nucleico inhibidor que tenga apoB100
como diana.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o molécula de union al antigeno para dicho uso y el segundo agente son para
la coadministracion como una mezcla o para la coadministracion por separado.

En algunas realizaciones, el anticuerpo para dicho uso es para la administracién intravenosa o para la administracion
subcuténea.

DEFINICIONES

Un «anticuerpo» se refiere a un polipéptido de la familia de las inmunoglobulinas o un polipéptido que comprende
fragmentos de una inmunoglobulina que es capaz de unirse a un antigeno correspondiente de manera no covalente,
reversible y especifica. Una unidad estructural ilustrativa de un anticuerpo comprende un tetrdmero. Cada tetramero
esta compuesto por dos pares idénticos de cadenas polipeptidicas, teniendo cada par una cadena «ligera» (de
aproximadamente 25 kD) y una «pesada» (de aproximadamente 50-70 kD), conectadas mediante un enlace de tipo
disulfuro. Los genes de inmunoglobulina reconocidos incluyen los genes de regién constante k, A, a, y, , € y Y, asi
como también los innunerables genes de regién variable de inmunoglobulina. Las cadenas ligeras se clasifican como
K 0 A. Las cadenas pesadas se clasifican como y, |, a, 8 0 €, las cuales definen a su vez las clases de inmunoglobulina
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente. El extremo N-terminal de cada cadena define una regién variable de
aproximadamente 100 a 110 o mas aminoacidos responsables principalmente del reconocimiento del antigeno. Las
expresiones «cadena ligera variable» (VL) y «cadena pesada variable» (Vu) se refieren a estas regiones de las cadenas
ligera y pesada, respectivamente. Un «anticuerpo», tal como se utiliza en esta solicitud, engloba todas las variaciones
del anticuerpo y fragmentos de este que poseen una unién particular especificamente, p. €j., para PCSK9. Por lo tanto,
dentro del alcance de este concepto, se encuentran anticuerpos de longitud completa, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos humanizados, anticuerpos de cadena unica (ScFv), Fab, Fab’ y versiones multiméricas de estos
fragmentos (p. €j., F(ab')2) con la misma especificidad de union.

Los «dominios determinantes de la complementariedad» o «regiones determinantes de la complementariedad»
(«CDR») se refieren indistintamente a las regiones hipervariables de VL y Vu. Las CDR son los sitios de union a la
proteina diana de las cadenas del anticuerpo que albergan la especificidad por tal proteina diana. Existen tres CDR
(CDR1-3, numeradas de forma secuencial a partir del extremo N-terminal) en cada VL o Vi humana, que constituyen

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2726 040 T3

aproximadamente un 15-20% de los dominios variables. Las CDR son complementarias desde el punto de vista
estructural respecto al epitopo de la proteina diana y, por lo tanto, son las responsables directas de la especificidad
de unidn. Los tramos restantes de VL o VH, que se denominan regiones de marco, exhiben menos variacién en la
secuencia de aminoacidos (Kuby, Immunology, 4.2 ed., Capitulo 4. W.H. Freeman & Co., Nueva York, 2000).

Las posiciones de las CDR y las regiones de marco se determinan utilizando varias definiciones muy conocidas en la
técnica, p. ej., Kabat, Chothia, base de datos internacional ImMunoGeneTics (IMGT) (en la pagina de Internet
imgt.cines.fr/) y AbM (remitase, p. €j., a Johnson et al., Nucleic Acids Res., 29:205-206 (2001); Chothia y Lesk, J. Mol.
Biol., 196:901-917 (1987); Chothia et al., Nature, 342:877-883 (1989); Chothia et al., J. Mol. Biol., 227:799-817 (1992);
Al-Lazikani et al., J.Mol.Biol., 273:927-748 (1997)). Las definiciones de sitios de combinacién de antigenos también se
describen en los siguientes documentos: Ruiz et al., Nucleic Acids Res., 28:219-221 (2000); y Lefranc, M.P., Nucleic
Acids Res., 29:207-209 (2001); MacCallum et al., J. Mol. Biol., 262:732-745 (1996); y Martin et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 86:9268-9272 (1989); Martin et al., Methods Enzymol., 203:121-153 (1991); y Rees et al., en Sternberg
M.J.E. (ed.), Protein Structure Prediction, Oxford University Press, Oxford, 141-172 (1996).

La expresion «determinante de la especificidad de union» o el término «BSD» (por sus siglas en inglés) se refieren
indistintamente a la secuencia minima de aminoacidos contiguos 0 no contiguos con una region determinante de la
complementariedad necesaria para determinar la especificidad de unién de un anticuerpo. Un determinante minimo
de la especificidad de unién se puede encontrar en una o mas secuencias de CDR. En algunas realizaciones, los
determinantes minimos de la especificidad de union residen en (es decir, estan determinados Unicamente por) una
porcién o la longitud completa de las secuencias de CDR3 de las cadenas ligera y pesada del anticuerpo.

Una «cadena ligera del anticuerpo» 0 una «cadena pesada del anticuerpo», tal como se utiliza en la presente, se
refiere a un polipéptido que comprende la VL 0 Vh, respectivamente. La Vi enddgena esta codificada por los segmentos
V (variable) y J (de juntura) del gen, y la Vi enddgena por V, D (diversidad) y J. Cada una de VL o VH incluye las CDR
asi como también las regiones de marco. En esta solicitud, las cadenas ligeras del anticuerpo y/o las cadenas pesadas
del anticuerpo pueden, de vez en cuando, denominarse de forma colectiva «cadenas del anticuerpo». Estas
expresiones engloban cadenas del anticuerpo que contienen mutaciones que no alteran la estructura basica de VL o
VH, con lo cual estara familiarizado un experto en la técnica.

Los anticuerpos existen como inmunoglobulinas intactas o como una serie de fragmentos bien caracterizados
producidos mediante la digestién con varias peptidasas. De este modo, por ejemplo, la pepsina digiere un anticuerpo
por debajo de las uniones de tipo disulfuro en la regién de bisagra para producir F(ab)'z, un dimero de Fab' que es de
por si una cadena ligera unida a Vu-Cn1 mediante un enlace de tipo disulfuro. El F(ab)2 se puede reducir en
condiciones suaves para romper la unién de tipo disulfuro en la region de bisagra, con lo que el dimero F(ab)2 se
convierte en un monémero Fab'. EIl monémero Fab' es esencialmente Fab con parte de la regién de bisagra. Paul,
Fundamental Immunology 3.2 ed. (1993). Aunque varios fragmentos de anticuerpos se definen segun la digestion de
un anticuerpo intacto, un experto apreciara que tales fragmentos se pueden sintetizar de novo ya sea quimicamente
o utilizando una metodologia de ADN recombinante. De este modo, el término «anticuerpo», tal como se utiliza en la
presente, también incluye fragmentos de anticuerpos ya sean producidos mediante la modificacion de anticuerpos
enteros, o aquellos sintetizados de novo utilizando metodologias de ADN recombinante (p. ej., Fv de cadena unica) o
aquellos identificados utilizando colecciones de presentaciéon de fagos (remitase, p. €j., a McCafferty et al., Nature
348:552-554 (1990)).

Para la preparaciéon de anticuerpos monoclonales o policlonales, se puede utilizar cualquier técnica conocida en la
materia (remitase, p. €j., a Kohler & Milstein, Nature 256:495-497 (1975); Kozbor et al., Immunology Today 4:72 (1983);
Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, pags. 77-96. Alan R. Liss, Inc. 1985). Se pueden adaptar
técnicas para la produccion de anticuerpos de cadena Unica (Patente de EE. UU. N.° 4 946 778) con el fin de producir
anticuerpos para polipéptidos de esta invencién. Ademas, se pueden utilizar ratones transgénicos, u otros organismos
tales como otros mamiferos, para expresar anticuerpos humanizados. Como alternativa, se puede utilizar la tecnologia
de presentacion de fagos para identificar anticuerpos y fragmentos Fab heteroméricos que se unan especificamente
a antigenos seleccionados (remitase, p. €j., a McCafferty et al., supra; Marks et al., Biotechnology, 10:779-783, (1992)).

Los métodos para humanizar o primatizar anticuerpos no humanos son muy conocidos en la técnica. Por lo general,
un anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos aminoacidicos que le han sido introducidos a partir de una fuente
que es no humana. Estos residuos aminoacidicos no humanos se suelen denominar residuos importados, los cuales
proceden habitualmente de un dominio variable importado. La humanizacién se puede llevar a cabo esencialmente
siguiendo el método de Winter y colaboradores (remitase, p. €j., a Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann
et al., Nature 332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science 239:1534-1536 (1988) y Presta, Curr. Op. Struct. Biol.
2:593-596 (1992)), sustituyendo CDR o secuencias de CDR de roedor por las secuencias correspondientes de un
anticuerpo humano. Por consiguiente, tales anticuerpos humanizados son anticuerpos quiméricos (Patente de EE.
UU. N.° 4 816 567), donde sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto se ha sustituido por la
secuencia correspondiente de una especie no humana. En la practica, los anticuerpos humanizados son habitualmente
anticuerpos humanos en los que algunos residuos de la region determinante de la complementariedad («CDR») y
posiblemente algunos residuos de marco («FR») se sustituyen por residuos de sitios analogos en anticuerpos de
roedor.
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Un «anticuerpo quimérico» es una molécula de anticuerpo en la que (a) la region constante, o una porcién de esta, se
altera, reemplaza o intercambia de modo que el sitio de unién al antigeno (regién variable) se une a una regién
constante de una clase, funcion efectora y/o especie diferente o alterada, o una molécula totalmente diferente que
confiere propiedades nuevas al anticuerpo quimérico, p. ej., una enzima, toxina, hormona, factor de crecimiento y
farmaco; o (b) la region variable, o una porcion de esta, se altera, reemplaza o intercambia con una regién variable
que tiene una especificidad por el antigeno diferente o alterada.

Los anticuerpos o moléculas de union al antigeno de la invencion incluyen ademas una o mas cadenas de
inmunoglobulina que estan conjugadas quimicamente a, o expresadas como, proteinas de fusién con otras proteinas.
Esto también incluye un anticuerpo biespecifico. Un anticuerpo biespecifico o bifuncional es un anticuerpo hibrido
artificial que tiene dos pares diferentes de cadenas ligeras/pesadas y dos sitios de unidn diferentes. Otros fragmentos
de unioén al antigeno o porciones de anticuerpo de la invencion incluyen scFv bivalente (diacuerpo), anticuerpos scFv
biespecificos en los que la molécula de anticuerpo reconoce dos epitopos diferentes, dominios de unién Unica (dAb)
y minicuerpos.

Los diferentes anticuerpos o fragmentos de unién al antigeno descritos en la presente se pueden producir mediante
la modificacién quimica o enzimatica de los anticuerpos intactos, o se pueden sintetizar de novo utilizando
metodologias de ADN recombinante (p. ej., Fv de cadena Unica) o se pueden identificar utilizando colecciones de
presentacién de fagos (remitase, p. ej., a McCafferty et al., Nature 348:552-554, 1990). Por ejemplo, los minicuerpos
se pueden generar utilizando métodos descritos en la técnica, p. ej., Vaughan y Sollazzo, Comb Chem High
Throughput Screen. 4:417-30 2001. Los anticuerpos biespecificos se pueden producir mediante varios métodos, que
incluyen la fusion de hibridomas o unién de fragmentos Fab'. Remitase, p. €j., a Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp.
Immunol. 79:315-321 (1990); Kostelny et al., J. Immunol. 148, 1547-1553 (1992). Los anticuerpos de cadena Unica se
pueden identificar utilizando colecciones de presentacién de fagos o colecciones de presentacion de ribosomas,
colecciones aleatorias de genes. Tales colecciones se pueden construir a partir de fuentes sintéticas, semisintéticas o
nativas e inmunocompetentes.

Un «anticuerpo quimérico» es una molécula de anticuerpo en la que (a) la regiéon constante, o una porcién de esta, se
altera, reemplaza o intercambia de modo que el sitio de unién al antigeno (regién variable) se une a una regién
constante de una clase, funcion efectora y/o especie diferente o alterada, o una molécula totalmente diferente que
confiere propiedades nuevas al anticuerpo quimérico, p. €j., una enzima, toxina, hormona, factor de crecimiento,
farmaco, etc.; o (b) la regién variable, o una porcién de esta, se altera, reemplaza o intercambia con una regién variable
que tiene una especificidad por el antigeno diferente o alterada. Por ejemplo, segun se muestra en los Ejemplos mas
adelante, un anticuerpo anti-PCSK9 de ratén se puede modificar reemplazando su region constante con la regién
constante de una inmunoglobulina humana. Debido al reemplazo con una regién constante humana, el anticuerpo
quimérico puede conservar su especificidad a la hora de reconocer PCSK9 humana a la vez que presenta una menor
antigenicidad en un ser humano, en comparacion con el anticuerpo de ratén original.

La expresién «molécula de unién de tipo anticuerpo» o «ligando que no es un anticuerpo» se refiere a miméticos de
anticuerpos que utilizan captadores de proteinas que no son inmunoglobulinas, los cuales incluyen adnectinas,
avimeros, moléculas de union polipeptidicas de cadena uUnica y peptidomiméticos de unién de tipo anticuerpo.

La expresion «regién variable» o «regién V» se refiere indistintamente a una cadena ligera o pesada que comprende
FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. Remitase a la Figura 1. Una region variable enddgena esta codificada por
genes V-D-J de la cadena pesada o genes V-J de la cadena ligera de inmunoglobulina. Una regién V puede ser de
origen natural, recombinante o sintética.

La expresion «segmento variable» o «<segmento V», tal como se utiliza en la presente, se refiere indistintamente a una
subsecuencia de la regién variable que incluye FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3. Remitase a la Figura 1. Un segmento V
enddgeno esté codificado por un gen V de inmunoglobulina. Un segmento V puede ser de origen natural, recombinante
o sintético.

La expresion «segmento J», tal como se utiliza en la presente, se refiere a una subsecuencia de la region variable
codificada que comprende una porcién C-terminal de una CDR3 y la FR4. Un segmento J enddgeno esta codificado
por un gen J de inmunoglobulina. Remitase a la Figura 1. Un segmento J puede ser de origen natural, recombinante
0 sintético.

Un anticuerpo «humanizado» es un anticuerpo que conserva la reactividad de un anticuerpo no humano a la vez que
es menos inmunogénico en seres humanos. Esto se puede conseguir, por ejemplo, conservando las regiones CDR
no humanas y reemplazando las partes restantes del anticuerpo con sus homoélogos humanos. Remitase, p. €j., a
Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984); Morrison y Oi, Adv. Immunol., 44:65-92 (1988);
Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988); Padlan, Molec. Immun., 28:489-498 (1991); Padlan, Molec. Immun.,
31(3):169-217 (1994).
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La expresion «secuencia de la linea germinal humana correspondiente» se refiere a la secuencia de acido nucleico
que codifica una secuencia o subsecuencia de aminoacidos de la regién variable humana que comparte la identidad
de secuencia de aminoacidos determinada més elevada con una secuencia o subsecuencia de aminoacidos de la
region variable de referencia en comparacion con todas las demas secuencias de aminoacidos de la region variable
conocidas codificadas por secuencias de la regién variable de inmunoglobulina de la linea germinal humana. La
secuencia de la linea germinal humana correspondiente también se puede referir a la secuencia o subsecuencia de
aminoacidos de la region variable humana con la identidad de secuencia de aminoacidos mas elevada con una
secuencia o0 subsecuencia de aminoacidos de la region variable de referencia en comparacion con todas las demas
secuencias de aminodcidos de la regién variable evaluadas. La secuencia de la linea germinal humana
correspondiente puede constar de regiones de marco Unicamente, regiones determinantes de la complementariedad
Unicamente, regiones determinantes de la complementariedad y de marco, un segmento variable (segun se ha definido
anteriormente) u otras combinaciones de secuencias o subsecuencias que comprendan una regioén variable. La
identidad secuencial se puede determinar utilizando los métodos descritos en la presente, por ejemplo, alineando dos
secuencias utilizando BLAST, ALIGN u otro algoritmo de alineaciéon conocido en la técnica. La secuencia de
aminodcidos o de &cido nucleico de la linea germinal humana correspondiente puede tener al menos
aproximadamente un 90%, 92%, 94%, 96%, 98%, 99% de identidad secuencial con la secuencia de aminoacidos o de
acido nucleico de la regién variable de referencia. Las secuencias de la linea germinal humana correspondientes se
pueden determinar, por ejemplo, mediante la base de datos internacional de dominio publico ImMunoGeneTics (IMGT)
(en la pagina de Internet imgt.cines.fr/) y V-base (en la pagina de Internet vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk).

La expresion «se une especificamente (o selectivamente)», cuando se utiliza en el contexto de describir la interaccion
entre un antigeno, p. €j., una proteina, y un anticuerpo o agente de unién derivado del anticuerpo, se refiere a una
reaccion de unién que determina la presencia del antigeno en una poblacion heterogénea de proteinas y otros agentes
bioldgicos, p. €j., en una muestra bioldgica, p. ej., una muestra de sangre, suero, plasma o tejido. De este modo, en
las condiciones de inmunoensayo designadas, los anticuerpos o agentes de union con una especificidad de union
particular se unen a un antigeno particular en una cantidad que es al menos dos veces la de referencia y no se unen
sustancialmente en ninguna cantidad significativa a otros antigenos presentes en la muestra. La unién especifica a un
anticuerpo o agente de union en tales condiciones puede requerir que el anticuerpo o agente hayan sido seleccionados
por su especificidad por una proteina particular. Segun corresponda o se desee, esta seleccién se puede conseguir
sustrayendo anticuerpos que reaccionen de forma cruzada con, p. ej., moléculas de PCSK9 de otras especies (p. €j.,
de ratén) u otros subtipos de PCSK. Se pueden utilizar varios formatos de inmunoensayo para seleccionar anticuerpos
especificamente inmunorreactivos con una proteina particular. Por ejemplo, se utilizan inmunoensayos ELISA en fase
sélida de forma rutinaria para seleccionar anticuerpos especificamente inmunorreactivos con una proteina (remitase,
p. €j., a Harlow & Lane, Using Antibodies, A Laboratory Manual (1998), para consultar una descripciéon de formatos y
condiciones de inmunoensayo que se pueden utilizar para determinar una inmunorreactividad especifica).
Habitualmente, una reaccién de union especifica o selectiva producira una sefial de al menos el doble por encima de
la sefial de referencia y, mas habitualmente, al menos de 10 a 100 veces por encima de la referencia.

La expresion «constante de disociacién de equilibrio (Ko, M)» se refiere a la constante de velocidad de disociacion (kg,
tiempo™) dividida por la constante de velocidad de asociacion (ka, tiempo™, M). Las constantes de disociacion de
equilibrio se puede medir utilizando cualquier método conocido en la técnica. Los anticuerpos de la presente invencién
tendran generalmente una constante de disociacion de equilibrio inferior a aproximadamente 107 o0 108 M, por ejemplo,
inferior a aproximadamente 10° M o 10-'° M, en algunas realizaciones, inferior a aproximadamente 10" M, 102 M o
10713 M.

La expresion «region de unién al antigeno», tal como se utiliza en la presente, se refiere a un dominio de la molécula
de union a PCSK9 de esta invencion que es responsable de la union especifica entre la molécula y PCSK9. Una region
de unién al antigeno incluye al menos una regién variable de la cadena pesada del anticuerpo y al menos una region
variable de la cadena ligera del anticuerpo. Hay al menos una region de unién al antigeno de este tipo presente en
cada molécula de unién a PCSK9 de esta invencidn, y cada una de las regiones de unién al antigeno pueden ser
idénticas o diferentes de las demas. En algunas realizaciones, al menos una de la regiones de union al antigeno de
una molécula de unién a PCSK9 de esta invencion actia como un antagonista de PCSKO9.

El término «antagonista», tal como se utiliza en la presente, se refiere a un agente que es capaz de unirse
especificamente a la molécula diana e inhibir su actividad. Por ejemplo, un antagonista de PCSK9 se une
especificamente a PCSK9 e inhibe total o parcialmente la degradacién de LDLR mediada por PCSK9. El hecho de
inhibir la degradacién de LDLR mediada por PCSK9 puede interferir o no con la uniéon de PCSK9 a LDLR. En algunos
casos, un antagonista de PCSK9 se puede identificar por su capacidad de unirse a PCSK9 e inhibir la unién de PCSK9
a LDLR. La inhibicién se produce cuando la degradacion de LDLR mediada por PCSK9, cuando se expone a un
antagonista de la invencion, es al menos aproximadamente un 10% inferior, por ejemplo, al menos aproximadamente
un 25%, 50%, 75% inferior o se inhibe totalmente, en comparacion con la degradaciéon mediada por PCSK9 en
presencia de un control o en ausencia del antagonista. Un control se puede exponer a la ausencia de anticuerpo o
molécula de union al antigeno, a un anticuerpo o molécula de unién al antigeno que se una especificamente a otro
antigeno, o a un anticuerpo o molécula de unién al antigeno anti-PCSK9 que se sabe que no actia como antagonista.
Un «antagonista que es un anticuerpo» se refiere a la situacion en la que el antagonista es un anticuerpo inhibidor.
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El término «<PCSK9» o la expresion «proproteina convertasa subtilisina/kexina de tipo 9» se refieren indistintamente a
una proproteina convertasa humana de origen natural que pertenece a la subfamilia K de proteinasas de la familia de
subtilasas secretoras. PCSK9 se sintetiza como un zimégeno soluble que experimenta un procesamiento
intramolecular autocatalitico en el reticulo endoplasmatico y se cree que funciona como una proproteina convertasa.
PCSK9 desempeiia una funcién en la homeostasis del colesterol y puede que desempefie una funcién en la
diferenciacion de neuronas corticales. Las mutaciones en el gen PCSK9 se han asociado con una forma de
hipercolesterolemia familiar dominante autosomal. Remitase, p. €j., a Burnett y Hooper, Clin Biochem Rev (2008)
29(1):11-26. Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos de PCSK9 son conocidas y se han publicado en los
N.°s de acceso de GenBank NM_174936.2 y NP_777596.2, respectivamente. Tal como se utiliza en la presente, un
polipéptido PCSK9 se une funcionalmente a LDLR y fomenta la degradacion de LDLR. Estructuralmente, una
secuencia de aminoacidos de PCSK9 presenta al menos aproximadamente un 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% de identidad secuencial con la secuencia de amino&cidos del N.° de acceso de GenBank
NP_777596.2. Estructuralmente, una secuencia de acido nucleico de PCSK9 presenta al menos aproximadamente un
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad secuencial con la secuencia de acido
nucleico del N.° de acceso de GenBank NM_174936.2.

La expresion «mutacion de PCSK9 de ganancia de funcion» se refiere a mutaciones naturales que ocurren en los
genes PCSK9 que se asocian con y/o que provocan el fenotipo de hipercolesterolemia familiar, aterosclerosis
acelerada y enfermedad coronaria prematura, p. €j., debido a una mayor degradaciéon de LDLR y una reduccion de los
niveles de LDLR. La frecuencia de alelo de las mutaciones de PCSK9 de ganancia de funciéon es poco habitual.
Remitase a Burnett y Hooper, Clin Biochem Rev (2008) 29(1):11-26. Las mutaciones de PCSK9 de ganancia de
funcion ilustrativas incluyen D129N, D374H, N425S y R496W. Remitase a Fasano et al., Atherosclerosis (2009)
203(1):166-71. Las mutaciones de PCSK9 de ganancia de funcién se revisan, p. €j., en Burnett y Hooper, supra;
Fasano et al, supra; Abifadel et al., J Med Genet (2008) 45(12):780-6; Abifadel et al., Hum Mutat (2009) 30(4):520-9;
y Li et al., Recent Pat DNA Gene Seq (2009) 1 de noviembre (PMID 19601924).

La «actividad» de un polipéptido de la invencién se refiere a funciones estructurales, reguladoras o bioquimicas de un
polipéptido en su célula o tejido nativo. Los ejemplos de actividad de un polipéptido incluyen tanto actividades directas
como actividades indirectas. Las actividades directas ilustrativas de PCSK9 son el resultado de la interaccion directa
con el polipéptido, incluida la unién a LDLR y la degradacién de LDLR mediada por PCSKO9. Las actividades indirectas
ilustrativas en el contexto de PCSK9 se observan como un cambio en el fenotipo o la respuesta en una célula, tejido,
6rgano o sujeto frente a una actividad directa del polipéptido, p. €j., reduccion del mayor nivel de LDLR en el higado,
menor nivel de HDL-C en plasma, menor nivel de colesterol en plasma, mejora de la sensibilidad frente a las estatinas.

El término «aislado», cuando se aplica a un acido nucleico o proteina, denota que el &cido nucleico o la proteina esta
esencialmente exento de otros componentes celulares con los cuales se asocia en el estado natural. Se encuentra
preferentemente en un estado homogéneo. Puede estar en una solucién tanto acuosa como anhidra. La pureza y la
homogeneidad se determinan habitualmente utilizando técnicas de quimica analitica tales como electroforesis en gel
de poliacrilamida o cromatografia liquida de alta resolucion. Una proteina que sea la especie predominante presente
en un preparado se encuentra sustancialmente purificada. En particular, un gen aislado esta separado de marcos
abiertos de lectura que flanquean el gen y codifican una proteina que no sea el gen de interés. El término «purificado»
denota que un acido nucleico o proteina origina esencialmente una banda en un gel electroforético. En particular,
significa que el acido nucleico o proteina tiene una pureza de al menos un 85%, més preferentemente una pureza de
al menos un 95% y de la manera mas preferida una pureza de al menos el 99%.

La expresién «acido nucleico» o «polinuclettido» se refiere a acidos desoxirribonucleicos (ADN) o acidos ribonucleicos
(ARN) y sus polimeros, ya sea en forma mono- o bicatenaria. A menos que se limite de forma especifica, la expresién
engloba acidos nucleicos que contienen analogos conocidos de nucleétidos naturales que tienen unas propiedades
de union similares a las del acido nucleico de referencia y que se metabolizan de manera similar a la de los nucleétidos
de origen natural. A menos que se indique de otro modo, una secuencia de acido nucleico particular también engloba
implicitamente variantes de esta modificadas de forma conservativa (p. ej., sustituciones de codones degenerados),
alelos, ortélogos, SNP y secuencias complementarias, asi como también la secuencia indicada explicitamente.
Especificamente, las sustituciones de codones degenerados se pueden conseguir generando secuencias en las que
la tercera posicion de uno o mas codones seleccionados (o todos ellos) se sustituye con residuos de desoxinosina y/o
bases mixtas (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); y
Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)).

Los términos «polipéptido», «péptido» y «proteina» se utilizan indistintamente en la presente para referirse a un
polimero de residuos aminoacidicos. Los términos se aplican a polimeros de aminodcidos en los que uno o mas
residuos aminoacidicos son un mimético quimico artificial de un aminoécido de origen natural correspondiente, asi
como también a polimeros de aminoacidos de origen natural y polimeros de aminoacidos que no sean de origen
natural.

El término «aminoacido» se refiere a aminoacidos de origen natural y sintéticos, asi como también analogos de

aminoacidos y miméticos de aminoacidos que funcionan de manera similar a los aminoacidos de origen natural. Los
aminoacidos de origen natural son aquellos que estan codificados por el cddigo genético, asi como también aquellos
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aminoacidos que se modifican posteriormente, p. €j., hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Los analogos
de aminodcidos se refieren a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un aminoacido de origen
natural, es decir, un carbono a que esta unido a un hidrégeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un grupo R, p.
ej., homoserina, norleucina, sulfoxido de metionina, metionina metil sulfonio. Tales analogos tienen grupos R
modificados (p. ej., norleucina) o esqueletos peptidicos modificados, pero conservan la misma estructura quimica
basica que un aminoacido de origen natural. Los miméticos de aminoacidos se refieren a compuestos quimicos que
tienen una estructura que es diferente de la estructura quimica general de un aminoéacido, pero que funciona de manera
similar a un aminoacido de origen natural.

La expresion «variantes modificadas de forma conservativa» se aplica a secuencias tanto de aminoacidos como de
acido nucleico. Respecto a las secuencias particulares de acido nucleico, las variantes modificadas de forma
conservativa se refieren a aquellos acidos nucleicos que codifican secuencias de aminoacidos idénticas o
esencialmente idénticas, o donde el acido nucleico no codifica una secuencia de aminoacidos, en secuencias
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracion del cddigo genético, un gran nimero de acidos nucleicos
funcionalmente idénticos codifica una proteina dada cualquiera. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU
codifican todos ellos el aminoacido alanina. Por lo tanto, en cada posicién en la que una alanina esta especificada por
un codon, el coddn se puede alterar con cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido
codificado. Tales variaciones del acido nucleico son «variaciones silenciadas», las cuales representan un tipo de
variaciones modificadas de forma conservativa. Cada secuencia de acido nucleico de la presente que codifica un
polipéptido también describe cada variacion silenciada posible del acido nucleico. Un experto reconocera que se puede
modificar cada codén en un &cido nucleico (excepto AUG, que es ordinariamente el Gnico coddn para la metionina, y
TGG, que es ordinariamente el Unico coddn para el triptéfano) para proporcionar una molécula funcionalmente idéntica.
Por consiguiente, cada variacién silenciada de un acido nucleico que codifica un polipéptido esta implicita en cada
secuencia descrita.

Por lo que se refiere a las secuencias de aminoacidos, un experto reconocera que sustituciones, deleciones o
adiciones individuales en una secuencia de acido nucleico, péptido, polipéptido o proteina que alteren, afaden o
eliminen un Unico aminoacido o un porcentaje pequefio de aminoacidos en la secuencia codificada constituiran una
«variante modificada de forma conservativa» en la que la alteracion da como resultado la sustitucién de un aminoacido
con un aminoacido quimicamente similar. En la técnica existe gran constancia de tablas de sustituciones conservativas
que proporcionan aminoacidos funcionalmente similares. Tales variantes modificadas de forma conservativa son,
ademas de y sin excluir, variantes polimérficas, homdélogos entre especies y alelos de la invencion.

Los ocho grupos siguientes contienen cada uno de ellos aminoacidos que son sustituciones conservativas los unos
de los otros: 1) Alanina (A), Glicina (G); 2) Acido aspartico (D), Acido glutamico (E); 3) Asparagina (N), Glutamina (Q);
4) Arginina (R), Lisina (K); 5) Isoleucina (l), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V); 6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y),
Triptéfano (W); 7) Serina (S), Treonina (T); y 8) Cisteina (C), Metionina (M) (remitase, p. €j., a Creighton, Proteins
(1984)).

El «porcentaje de identidad secuencial» se determina comparando dos secuencias alineadas de forma éptima a lo
largo de una ventana de comparacion, donde la porcién de la secuencia de polinucledtido en la ventana de
comparaciéon puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) en comparacion con la secuencia de
referencia (p. ej., un polipéptido de la invencién), que no comprende adiciones o deleciones, para una alineacion
optima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que la base del
acido nucleico o el residuo aminoacidico idéntico aparece en ambas secuencias para obtener el nimero de posiciones
coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la ventana de
comparacién y multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad secuencial.

Los términos «idénticos» o porcentaje de «identidad», en el contexto de dos 0 mas &cidos nucleicos o secuencias de
polipéptido, se refieren a dos 0 mas secuencias o subsecuencias que son las mismas secuencias. Dos secuencias
son «sustancialmente idénticas» si dos secuencias tienen un porcentaje especificado de residuos aminoacidicos o
nucleétidos que son los mismos (es decir, un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad
secuencial a lo largo de una regién especificada o, cuando no se especifica, a lo largo de toda la secuencia de una
secuencia de referencia), cuando se comparan y alinean para una correspondencia maxima a lo largo de una ventana
de comparacion o region designada, que se mide utilizando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de
secuencias 0 mediante una alineacién manual e inspeccion visual. La invencion proporciona polipéptidos o
polinucleétidos que son sustancialmente idénticos a los polipéptidos o polinucleétidos, respectivamente, ilustrados en
la presente (p. €j., las regiones variables ilustradas en cualquiera de SEQ ID NOS:1-5, 15-19 y 40-41; los segmentos
variables ilustrados en cualquiera de SEQ ID NOS:27-31; las CDR ilustradas en cualquiera de SEQ ID NOS:6-14, 20-
26; las FRilustradas en cualquiera de SEQ ID NOs: 32-39; y las secuencias de &cido nucleico ilustradas en cualquiera
de SEQ ID NOS:42-45). Opcionalmente, la identidad existe a lo largo de una region que tiene una longitud de al menos
aproximadamente 15, 25 o 50 nucleoétidos, o mas preferentemente a lo largo de una regién que tiene una longitud de
100 a 500 o 1000 o mas nucleétidos, o a lo largo de toda la longitud de la secuencia de referencia. Respecto a las
secuencias de aminodcidos, la identidad o identidad sustancial puede existir a lo largo de una regién que tiene una
longitud de al menos 5, 10, 15 0 20 aminoacidos, opcionalmente una longitud de al menos aproximadamente 25, 30,
35, 40, 50, 75 o 100 aminoacidos, opcionalmente una longitud de al menos aproximadamente 150, 200 o 250
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aminoacidos, o a lo largo de toda la longitud de la secuencia de referencia. Respecto a secuencias de aminoacidos
mas cortas, p. €j., secuencias de aminoacidos de 20 aminoacidos 0 menos, la identidad sustancial existe cuando uno
o dos residuos aminoacidicos se sustituyen de forma conservativa, de acuerdo con las sustituciones conservativas
definidas en la presente.

Para la comparacién de secuencias, habitualmente una secuencia actia como secuencia de referencia, con la cual se
comparan las secuencias de prueba. Cuando se utiliza un algoritmo de comparacién de secuencias, las secuencias
de referencia y de prueba se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de subsecuencias, cuando
proceda, y se designan los parametros del programa de algoritmo de secuencias. Se pueden utilizar los parametros
del programa por defecto o se pueden designar parametros alternativos. A continuacion, el algoritmo de comparacion
de secuencias calcula los porcentajes de identidades secuenciales para las secuencias de prueba respecto a la
secuencia de referencia, basandose en los pardmetros del programa.

Una «ventana de comparacién», tal como se utiliza en la presente, incluye la referencia a un segmento de uno
cualquiera del nimero de posiciones contiguas que se selecciona del grupo constituido por de 20 a 600, habitualmente
de aproximadamente 50 a aproximadamente 200, mas habitualmente de aproximadamente 100 a aproximadamente
150 en el que se puede comparar una secuencia con una secuencia de referencia del mismo nimero de posiciones
contiguas después de que las dos secuencias se hayan alineado de forma 6ptima. Los métodos de alineacion de
secuencias para su comparacién son muy conocidos en la técnica. La alineacién 6ptima de secuencias para su
comparacién se puede llevar a cabo, p. ej., mediante el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman (1970)
Adv. Appl. Math. 2:482c, mediante el algoritmo de alineacién de homologia de Needleman y Wunsch (1970) J. Mol.
Biol. 48:443, mediante la busqueda por el método de similitud de Pearson y Lipman (1988) Proc. Nat'. Acad. Sci. USA
85:2444, mediante implementaciones computarizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el
paquete de software de genética de Wisconsin, Grupo computacional de genética, 575 Science Dr., Madison, WI), o
mediante alineacion manual e inspeccion visual (remitase, p. €j., a Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology (1995 suplemento)).

Los algoritmos BLAST y BLAST 2.0, los cuales se describen en Altschul et al. (1977) Nuc. Acids Res. 25:3389-3402,
y Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410, respectivamente, son dos ejemplos de algoritmos que son adecuados
para determinar el porcentaje de identidad secuencial y la similitud secuencial. El software para llevar a cabo los
andlisis de BLAST es de dominio publico y se puede acceder a él a través del National Center for Biotechnology
Information. Este algoritmo implica en primer lugar identificar pares de secuencias con una puntuacion elevada (HSP,
por sus siglas en inglés) identificando palabras cortas de longitud W en la secuencia problema, que o bien coinciden
o satisfacen cierta puntuacion umbral valorada positivamente T cuando se alinean con una palabra de la misma
longitud en una secuencia de la base de datos. Se hace referencia a T como el umbral de puntuaciéon de palabras
cercanas (Altschul et al., supra). Estos resultados iniciales de palabras cercanas actian como semillas para iniciar
busquedas con el fin de encontrar HSP mas largas que las contengan. Los resultados de las palabras se extienden
en ambas direcciones a lo largo de cada secuencia hasta tan lejos como pueda incrementarse la puntuacién de
alienacion acumulativa. Las puntuaciones acumulativas se calculan utilizando, para secuencias de nucleétidos, los
parametros M (puntuacion de recompensa para un par de residuos coincidentes; siempre > 0) y N (puntuacion de
penalizacion para residuos no coincidentes; siempre < 0). Para las secuencias de aminoacidos, se utiliza una matriz
de puntuacion para calcular la puntuacién acumulativa. La extension de los resultados de las palabras en cada
direccion se detiene cuando: la puntuacién de alineacion acumulativa cae fuera en una cantidad X de su valor maximo
conseguido; la puntuacion acumulativa se reduce hasta cero o por debajo, debido a la acumulacion de una o més
alineaciones de residuos con puntuacién negativa; o se llega al final de cualquier secuencia. Los parametros del
algoritmo BLAST W, T y X determinan la sensibilidad y velocidad de la alineacion. El programa BLASTN (para
secuencias de nucleotidos) utiliza, como parametros por defecto, una longitud de palabra (W) de 11, una expectativa
(E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacién de ambas hebras. Para secuencias de aminodcidos, el programa BLASTP
utiliza como parametros por defecto una longitud de palabra de 3, una expectativa (E) de 10 y la matriz de puntuacion
BLOSUM62 (remitase a Henikoff y Henikoff (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915) alineaciones (B) de 50,
expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 y una comparacién de ambas hebras.

El algoritmo BLAST también realiza un andlisis estadistico de la similitud entre dos secuencias (remitase, p. €j., a
Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-5787). Una medida de la similitud proporcionada por el
algoritmo BLAST es la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)), que proporciona una indicacion de la probabilidad
con la que puede producirse por efecto del azar una coincidencia entre dos secuencias de nucleétidos o aminodacidos.
Por ejemplo, se considera que un acido nucleico es similar a una secuencia de referencia si la probabilidad de suma
mas pequefa en una comparaciéon del acido nucleico de prueba con el &cido nucleico de referencia es inferior a
aproximadamente 0.2, mas preferentemente inferior a aproximadamente 0.01 y de la manera mas preferida inferior a
aproximadamente 0.001.

Una indicacion de que dos secuencias de acido nucleico o polipéptidos son sustancialmente idénticos es que el
polipéptido codificado por el primer &cido nucleico reacciona inmunolégicamente de forma cruzada con los anticuerpos
originados contra el polipéptido codificado por el segundo acido nucleico, segin se describe mas adelante. Por lo
tanto, habitualmente un polipéptido es sustancialmente idéntico a un segundo polipéptido, por ejemplo, cuando los
dos péptidos difieren Unicamente en sustituciones conservativas. Otra indicacién de que dos secuencias de &cido
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nucleico son sustancialmente idénticas es que las dos moléculas o sus complementos se hibridan entre si en
condiciones rigurosas, segun se describe mas adelante. Otra indicacion mas de que dos secuencias de acido nucleico
son sustancialmente idénticas es que se pueden utilizar los mismos cebadores para amplificar la secuencia.

El término «unir», cuando se utiliza en el contexto de describir como estan conectadas las regiones de unién al
antigeno dentro de una molécula de unién a PCSK9 de esta invencién, engloba todos los medios posibles para enlazar
fisicamente las regiones. La multitud de regiones de unidn al antigeno estan frecuentemente enlazadas mediante
enlaces quimicos tales como un enlace covalente (p. ej., un enlace peptidico o un enlace de tipo disulfuro) o un enlace
no covalente, el cual puede ser o bien un enlace directo (es decir, sin ningun conector entre dos regiones de union al
antigeno) o un enlace indirecto (es decir, con la ayuda de al menos una molécula conectora entre dos 0 mas regiones
de unién al antigeno).

Los términos «sujeto», «paciente» e «individuo» se refieren indistintamente a un mamifero, por ejemplo, un ser
humano o un mamifero de tipo primate no humano. El mamifero también puede ser un mamifero de laboratorio, p. €j.,
un ratén, una rata, un conejo o un hamster. En algunas realizaciones, el mamifero puede ser un mamifero agricola (p.
€j., equino, ovino, bovino, porcino, camélido) o un mamifero doméstico (p. €j., canino, felino).

La expresion «cantidad terapéuticamente aceptable» o «dosis terapéuticamente eficaz» se refiere indistintamente a
una cantidad suficiente para ejercer el resultado deseado (es decir, una reduccién de no-HDL-C en plasma,
hipercolesterolemia, aterosclerosis, enfermedad coronaria). En algunas realizaciones, una cantidad terapéuticamente
aceptable no induce ni provoca efectos secundarios no deseados. Una cantidad terapéuticamente aceptable se puede
determinar administrando en primer lugar una dosis baja y a continuacién incrementando de forma gradual esa dosis
hasta que se consiga el efecto deseado. Una «dosis profilacticamente eficaz» y una «dosis terapéuticamente eficaz»
de una anticuerpo que antagoniza PCSK9 de la invencién puede prevenir el inicio de, o dar como resultado una
reduccion en la gravedad de, respectivamente, los sintomas patolégicos asociados con la presencia de PCSKO9 (p. €j.,
hipercolesterolemia). Dichas expresiones también pueden propiciar o incrementar, respectivamente, la frecuencia y
duracién de periodos exentos de sintomas patolégicos. Una «dosis profilacticamente eficaz» y una «dosis
terapéuticamente eficaz» también pueden prevenir o mejorar, respectivamente, el deterioro o la discapacidad debidos
a los trastornos y enfermedades resultantes de la actividad de PCSK9.

El término «coadministrar» se refiere a la presencia simultanea de dos agentes activos en la sangre de un individuo.
Los agentes activos que se coadministran se pueden suministrar de forma concurrente o secuencial.

La expresién «constituido esencialmente por», tal como se utiliza en la presente, se refiere a los géneros o especies
de agentes farmacéuticos activos incluidos en un método o composicién, asi como también a cualesquiera excipientes
inactivos para el fin deseado de los métodos o composiciones. En algunas realizaciones, la expresion «constituido
esencialmente por» excluye expresamente la inclusion de uno o mas agentes activos adicionales que no sean un
anticuerpo anti-PCSK9 antagonista de la invencion. En algunas realizaciones, la expresion «constituido esencialmente
por» excluye expresamente la inclusion de uno o mas agentes activos adicionales que no sean un anticuerpo anti-
PCSK9 antagonista de la invencion y un segundo agente coadministrado.

El término «estatina» se refiere a una clase de agentes farmacolégicos que son inhibidores competitivos de la 3-
hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA)-reductasa.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 ilustra las secuencias de aminoécidos de la cadena pesada (SEQ ID NO:1) y la cadena ligera (SEQ ID
NO:15) del anticuerpo monoclonal de raton progenitor NVP-LFU720. Las secuencias de CDR1, CDR2 y CDRS estan
subrayadas y en negrita.

La Figura 2 ilustra las secuencias de aminoacidos de la cadena pesada (SEQ ID NO:2) y la cadena ligera (SEQ ID
NO:16) del anticuerpo monoclonal de ratén progenitor NVP-LGT209. Las secuencias de CDR1, CDR2 y CDRS3 estan
subrayadas y en negrita.

La Figura 3 ilustra las secuencias de aminoécidos de la cadena pesada (SEQ ID NO:2) y la cadena ligera (SEQ ID
NO:18) del anticuerpo monoclonal de ratén progenitor NVP-LGT210. Las secuencias de CDR1, CDR2 y CDRS3 estan
subrayadas y en negrita.

La Figura 4 ilustra las secuencias de aminoacidos de la cadena pesada (SEQ ID NO:4) y la cadena ligera (SEQ ID
NO:16) del anticuerpo monoclonal de ratén progenitor NVP-LGT211. Las secuencias de CDR1, CDR2 y CDRS3 estan
subrayadas y en negrita.

Las Figuras 5A-C ilustran un ensayo ELISA que evalla la unién de NVP-LGT209 (A), NVP-LGT210 (B) y NVP-LGT-
211 (C) en comparacion con NVP-LFU720-NX-4 a varios antigenos humanos y de ratén diferentes.
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Las Figuras 6A-C ilustran la unién de NVP-LGT209 (A), NVP-LGT210 (B) y NVP-LGT-211 (C) en un ELISA a Pcsk9
humana y de cino. El anticuerpo secundario es un anticuerpo de cabra anti-lgG de ratén, con un factor de dilucion de
1:5000. El 2.° anicamente es el control de Unicamente anticuerpo secundario.

La Figura 7 ilustra que el anticuerpo monoclonal de ratén progenitor NVP-LFU720 se une al extremo C-terminal de
PCSKO9, en los residuos 680-692 (RSRHLAQASQELQ; SEQ ID NO:49). Los anticuerpos Humaneered™ LGT209,
LGT210 y LGT211 compiten por el mismo epitopo. Mutante C-term A685X = SEQ ID NO:56.

La Figura 8 ilustra que el anticuerpo de ratén progenitor NVP-LFU720 (5P20) altera escasamente la interaccion entre
PCSK9 y LDL-R, segun se determina en un ensayo bioquimico de transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia resuelta en el tiempo (TR-FRET). Por el contrario, 13C10 altera la interaccion FRET de PCSK9-LDL-R
con una Clso de 50 nM. La PCSK9 humana marcada con un fluoréforo (hPCSK9-AF) se incubd con NVP-LFU720-AX-
1 0 13C10 en tamp6n de ensayo (HEPES 20 mM, pH 7.2, NaCl 150 mM, CaClz2 1 mM, 0.1% v/v de Tween 20 y 0.1%
p/v de BSA) durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se afadié LDL-R marcado con europio
(hLDL-R-Eu) y se incubd adicionalmente a temperatura ambiente durante 90 minutos, de modo que las
concentraciones finales fueron de hPcsk9-AF 8 nM y hLDL-R-Eu 1 nM. Se midié la sefal de TR-FRET (excitacién a
330 nm y emisiéon a 665 nm) con un lector de placas (EnVision 2100, Perkin Elmer) y se calcul6 el % de inhibicion en
presencia de 5P20 o 13C10. Los valores de Clso se calcularon representando graficamente los valores del porcentaje
de inhibicion en Prism (GraphPad). Cada punto de los datos representa la media + SD (n = 4 réplicas por punto). Los
datos son representativos de al menos dos experimentos independientes.

La Figura 9 ilustra que los anticuerpos Humaneered™ LGT209, LGT210 y LGT211 son equivalentes al anticuerpo de
raton LFU720 a la hora de generar unos mayores niveles de LDL-R y captacion de LDL por parte de las células HepG2.
Para la medicién de LDL-R, las células se incubaron con anticuerpos de union a PCSK9 y se marcaron con anticuerpos
anti-LDL-R. Para la captacién de LDL, las células se incubaron con anticuerpos de unién a PCSK9, PCSK9 y Dil-LDL.
Los anticuerpos de LDL-R y la fluorescencia de Dil- LDL se midieron mediante citometria de flujo. Para cada ensayo,
se muestra la media + SEM para mediciones por replicado. Los resultados son representativos de 3 experimentos
independientes.

Para los ensayos de captacion de LDL, los anticuerpos de unién a PCSK9 se incubaron durante 30 min a temperatura
ambiente en DMEM que contenia un 10% de suero bovino fetal deficiente en lipoproteinas (Intracel) y PCSK9 humana
200 nM (Hampton et al. PNAS (2007)104:14604-14609), y las soluciones de anticuerpo/PCSK9/medio se afiadieron a
las células en placas de 96 pocillos y se incubaron durante toda la noche. Al dia siguiente, se afadié LDL marcado
con perclorato de 1,1'-dioctadecil-3,3,3',3"-tetrametilindocarbocianina (Dil-LDL, Biomedical Technologies) durante 2 h
adicionales. A continuacion, se aspir6 el medio, las células se lavaron tres veces con PBS y las células se disociaron
con un 0.25% de tripsina-EDTA. A continuacion, las células se transfirieron a un tampén de FACS (PBS que contenia
un 5% de suero bovino fetal, EDTA 2mM y un 0.2% de azida sodica), se centrifugaron a 1000 x g durante 10 min, se
aspiraron y se fijaron en paraformaldehido al 1%. La captacién de LDL se midi6 mediante fluorescencia Dil celular
(excitacién a 488 nm y emision a 575 nm) utilizando citometria de flujo (Becton Dickinson LSR 1l). Para los ensayos
de LDL-R de superficie, las células se incubaron con medio exento de suero que contenia anticuerpos, se lavaron con
PBS y se recolectaron en Versine (Biowhittaker, 17-771E) y tampdn de FACS. Las células se transfirieron a placas
nuevas, se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 m y se bloquearon con IgG de conejo normal (MP biomedicals). Las
células se marcaron con anticuerpos marcados de IgG anti-hLDL-R-Alexa 647 de conejo (5 pg/ml) en tampén FACS,
se centrifugaron, se lavaron y se fijaron en paraformaldehido al 1%. El LDL-R de superficie se midié mediante
citometria de flujo (excitacién de 488 nm y emisiéon de 633 nm). Los valores de CE50 se calcularon utilizando Prism
(GraphPad).

La Figura 10 proporciona una representacion esquematica del disefio del estudio para el modelo de ratén de infusién
de PCSK9 humana con el fin de determinar el efecto de reduccién de colesterol de los anticuerpos de la presente.
LGT209, LGT210 y LGT211 son anticuerpos Humaneered™ anti-PCSK9 que se unen con una afinidad elevada a
hPCSK9 sin unién detectable a PCSK9 de murino. Para evaluar si LGT209, LGT210 o LGT211 podrian tanto inhibir la
elevacion mediada por hPCSK9 de colesterol no-HDL como prevenir la degradacién mediada por PCSK9 de LDLR
hepatico, los anticuerpos se inyectaron, cada uno de ellos, en ratones 3 h antes del implante osmético con una
minibomba que contenia hPCSK9 (para una infusién continua). La recoleccién de tejido hepatico y de plasma se llevo
a cabo 24 h después de la inyeccién de hPCSKO.

La Figura 11 muestra que el tratamiento con los anticuerpos LGT209, LGT210 y LGT211 dio como resultado una
acumulacion de PCSK9 humana («<hPCSK9») en el modelo de infusion de raton. En resumen, se midi6é la hPCSK9
total mediante ELISA utilizando mAb 7D16 para la captura. mAb 7D16 se une a un epitopo diferente en PCSK9 en
comparaciéon con LGT209, LGT210 y LGT211 y se puede utilizar para medir la PCSK9 total (unida y libre). El
incremento observado en hPCSK9 total se debe presuntamente a un incremento en los complejos de hPCSkK9/Ab.
El anticuerpo libre se midié6 mediante ELISA utilizando hPCSK9 para la captura. Este ensayo midié el anticuerpo «libre»
y posiblemente mide los complejos de Ab:PCSK9 1:1. Se trataron ratones C57BL/6 con vehiculo Unicamente, PCSK9
Unicamente, PCSK9 + 20 mg/kg de LGT210, PCSK9 + 20 mg/kg de NVP-LGT211 o una mezcla de IgG no especificas
de ratén (control negativo). Los puntos de datos individuales se representan en una grafica y el valor medio se marca
con una barra horizontal; se consideré p < 0.05 como significativo.
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Los niveles de IgG en plasma se cuantificaron mediante un ensayo de Meso Scale Discovery (MSD). El anticuerpo
libre se midid utilizando hPCSK9 para la captura. Este ensayo midi6 el anticuerpo «libre» y posiblemente mide los
complejos de Ab:PCSK9 1:1. Para el ensayo MSD de IgG, se utilizaron 96 placas estandar de MSD (L11XA-3). En
resumen, se recubrieron las placas con 25-28 pl de antigeno de captura, PCSK9-His, 1 ug/ml en PBS (25-28 ng/pocillo)
durante toda la noche a 4 °C. Se retir6 la solucién de recubrimiento y las placas se bloquearon con 150 pl/pocillo de
bloqueador A de MSD al 5% (R93AA-2) agitando durante 1 h a temperatura ambiente. Después de lavar la placa con
PBS + 0.05% de Tween-20, 300 pl x 3 veces, se afadieron 25 pl de diluciones de calibrador de IgG (10 diluciones en
serie con el bloqueador A de MSD desde 10 000 hasta 0.0003 ng/ml), diluciones de las muestras en plasma
desconocidas (10 000X con blogueador A de MSD) o muestras de control de calidad, y se incubaron con agitacion
durante 1 h a temperatura ambiente. Después de lavar, se afiadieron 25 pl/pocillo de anticuerpo de deteccion de
concentracién 1 ug/ml (anticuerpo de deteccidn de cabra anti-lgG de ratén marcado con SULFO-TAG de MSD, R32AC-
5, diluido con 1% de BSA / PBS / 0.05% de Tween 20) y se incubd con agitacion durante 1 h a temperatura ambiente.
Después de lavar y afiadir 150 pl/pocillo de 1X tampoén de lectura T, la placa se leyé inmediatamente en un generador
de imagenes SECTOR 6000 de MSD. Se calcul6 una grafica de la curva estandar y las muestras desconocidas
utilizando el software de analisis de datos de MSD.

Se cuantificaron tanto los niveles de IgG como de hPCSK9 en plasma mediante un ensayo de Meso Scale Discovery
(MSD). EI ensayo de MSD para hPCSK9 es similar al ensayo para IgG, pero con las siguientes excepciones. Las
placas se recubrieron con 25-28 pl de anticuerpo de captura (7D16.C3: 2.95 mg/ml) con una concentracion de 1 ug/mi.
mAb 7D16 se une a un epitopo diferente en PCSK9 en comparacion con LGT209, LGT210 y LGT211 y se puede
utilizar para medir la PCSK9 total (unida y libre). Después de bloquear las placas, se incubaron 25 pl de diluciones de
calibrador de hPCSK9 (10 puntos desde 10 000 hasta 0.0003 ng/ml) y diluciones de las muestras en plasma (10 000X
con bloqueador A de MSD) con agitacién durante 1 h a temperatura ambiente y a continuaciéon se incubaron con
anticuerpo de deteccién primario (anticuerpo policlonal de conejo anti-PCSK9, Ab4, conejo interno ID #RB11835). Se
anadio un paso de incubacién con un anticuerpo de deteccién secundario (anticuerpo de deteccién de cabra anti-IgG
de conejo marcado con SULFO-TAG de MSD, R32AB-5) antes de realizar la lectura con el generador de imagenes
SECTOR 6000 de MSD. El incremento observado en hPCSK9 total se debe presuntamente a un incremento en los
complejos de hPCSkK9/Ab. Se realizd un andlisis estadistico utilizando GraphPad Prism 4.02 (software GraphPad,
San Diego, CA). Se utiliz6 un ANOVA de una via para analizar las diferencias de los grupos y, cuando se encontraron
diferencias globales, se utilizé la prueba de Newman-Keuls post hoc para determinar las diferencias especificas entre
los grupos tratados.

La Figura 12 ilustra que los anticuerpos LGT209, LGT210 y LGT211 proporcionaron proteccion de LDL-R hepatico
frente a la degradacién mediada por hPCSK9 en el modelo de infusion de raton. Se trataron ratones C57BL/6 con
vehiculo Unicamente, PCSK9 Unicamente, PCSK9 + 20 mg/kg de LGT210, PCSK9 + 20 mg/kg de NVP-LGT211 o una
mezcla de IgG no especificas de raton (control negativo). Se muestran las muestras de higado procedentes de
animales individuales.

Se llevo a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida de las muestras de membrana en plasma utilizando un gel
de Bis-Tris Invitrogen Midi al 4-12% de 20 lineas (Invitrogen WG1402BX10) con tampdén de analisis de MOPS
(Invitrogen NP0O0O1). Las muestras preparadas se calentaron a 70 °C durante 10 minutos, se colocaron sobre hielo y
a continuacién se utilizé un pipeteador multicanal Matrix para introducir 10 pl de cada muestra en un gel. Se afadieron
marcadores SeeBlue Plus2 (Invitrogen LC5925) junto a las muestras para la determinacion del tamario y la orientacion
del gel. Los geles se analizaron con un voltaje constante de 200V hasta que el frente de tinte alcanz6 el fondo del gel.
Después de la electroforesis, los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Invitrogen IB3010-01) utilizando
una unidad iBlot (Invitrogen IB1001EU). La transferencia se llevé a cabo a 20 V durante 7 min. Después de la
transferencia, las membranas se bloquearon con Pierce Superblock T20 (Pierce 37536) durante al menos 30 min. Las
membranas se colocaron en bolsas para el envasado de comida «seal-a-meal» y a continuacion se afiadié una dilucion
1:500 de anticuerpo de conejo anti-LDLR en Superblock antes de realizar una incubacion a 4 °C durante toda la noche
con agitacion. Las membranas se lavaron con TBS/0.05% de Tween 5 veces durante 5 minutos con agitacion y a
continuacion se anadié una dilucion de 1:30 000 de anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de conejo con HRP en
Superblock a las membranas durante 1h. Las membranas se volvieron a lavar con TBS/0.05% de Tween 5 veces
durante 5 minutos con agitacion. El conjugado de HRP se detectd utilizando un sustrato quimioluminiscente Pierce
SuperSignal West Pico (Pierce 37079) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, se mezclaron
partes iguales de solucion de perédxido y solucidn de luminol/potenciador y se afiadieron a las membranas (0.2 ml/cm?)
durante 5 min. Se retird el exceso de solucién mediante absorcion y las membranas se expusieron a una pelicula de
rayos X Kodak BioMax MR (Kodak 870 1302) para la exposicion.

Las Figuras 13A-C ilustran que los anticuerpos LGT209, LGT210 y LGT211 proporcionaron una reduccién en el
colesterol no-HDL en plasma en el modelo de infusion de hPCSK9 de raton. La preinyeccién del anticuerpo LGT209
dio como resultado una protecciéon de un 46% frente a la elevacion mediada por hPCSK9 del colesterol no-HDL. La
preinyeccion de LGT210 o LGT211 dio como resultado una protecciéon equivalente o superior frente a la elevacion
mediada por hPCSK9 del colesterol no-HDL. 13C10 es un anticuerpo anti-PCSK9 de murino validado que se une con
una afinidad elevada a hPCSK9 y se utilizé6 como control positivo para este ensayo. Se trataron ratones C57BL/6 con
vehiculo unicamente, PCSK9 unicamente, PCSK9 + 20 mg/kg de LGT209, PCSK9 + 20 mg/kg de LGT210, PCSK9 +
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20 mg/kg de NVP-LGT211, PCSK9 + 20 mg/kg de 13C10 o una mezcla de IgG no especificas de raton (control
negativo). Los valores individuales se muestran con el valor medio marcado como una barra horizontal. Para cuantificar
el nivel de colesterol total en plasma, se utilizé un analizador clinico Olympus (Olympus America Inc.: Olympus AU400).
Las muestras en plasma se diluyeron con un factor de 1:3 en ddH20 y se cuantificaron 40 pl de las muestras en
plasma diluidas para determinar el nivel de colesterol total de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para
cuantificar HDL y no-HDL en plasma, se obtuvieron fracciones de colesterol lipoproteico utilizando Spife 3000 de
Helena Laboratories. Todos los procedimientos, incluida la preparacién de las muestras, preparaciéon de los geles,
aplicacién de las muestras, electroforesis en gel, tincion, lavado y secado, se llevaron a cabo siguiendo las
instrucciones proporcionadas en el manual del operador. A continuacion, el gel se escane6 en el Quick Scan 2000
utilizando Slit 5 y el porcentaje relativo de las fracciones de colesterol lipoproteico se calcul6 utilizando un densitometro
Helena. Finalmente, los valores absolutos de HDL y no-HDL se calcularon multiplicando el porcentaje de cada fraccion
y los niveles de colesterol total.

La Figura 14 ilustra los perfiles farmacocinéticos (PK) en rata para los anticuerpos LGT209, LGT210 y LGT211 (con
IgG1 humana silenciada) en comparacién con un perfil (PK) «tipico» de IgG1. La semivida de los anticuerpos LGT209,
LGT210 y LGT211 es considerablemente mas prolongada (7-13 dias) en comparacion con una semivida tipica de
IgG1 (aproximadamente 6 dias) (p. €j., segun se determina en un sujeto humano). No se observé ninguna evidencia
de disposicién mediada por la diana (TMD, por sus siglas en inglés), lo cual indica que los anticuerpos no reaccionaron
de forma cruzada con PCSK9 de roedor. Para cada anticuerpo de prueba, se inyectaron 10 mg/kg en 3 ratas Lewis
macho. En los puntos de evaluacién = 0, 1, 6, 24 h, 2, 4, 8 y 16 dias, se tomaron muestras de 250 pl de sangre y el
plasma aclarado se diluyd y se evalud en un ELISA de captura (anti-lgG humana de cabra) para medir el anticuerpo
humano total recuperado. También se generd una curva estandar para cada anticuerpo de prueba. La cantidad de la
IgG recuperada se representé en una grafica frente a la recuperacion esperada de una IgG humana tipica en una rata.

DESCRIPCION DETALLADA
La invencién es tal como se define en las reivindicaciones.
1. Introduccion

Los anticuerpos y moléculas de unién al antigeno de la presente invencién se unen especificamente a la proproteina
convertasa subtilisina/kexina de tipo 9a («PCSK9»). Los anticuerpos y moléculas de unién al antigeno anti-PCSK9 de
la presente se unen al extremo C-terminal de PCSK9 y presentan la propiedad inesperada de interferir con la
degradacién mediada por PCSK9 del receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL-R) sin interferir con la unién de
PCSK9 a LDL-R. En particular, los anticuerpos y moléculas de union al antigeno anti-PCSK9 se unen a un epitopo
dentro de los residuos 680-692 de PCSK9, por ejemplo, un epitopo dentro de la secuencia de aminoacidos
RSRHLAQASQELQ (SEQ ID NO:49), que se localiza en el extremo C-terminal de PCSK9. Debido a que los
anticuerpos y moléculas de unién al antigeno de la invencién se unen a PCSK9 mientras esta enlazada en una célula
en lugar de Unicamente a PCSK9 circulante, presentan una semivida in vivo comparativamente mas prolongada en un
paciente, p. ej., de al menos aproximadamente 7 dias o més prolongada, y en algunas realizaciones proporcionan
efectos reductores de lipidos durante al menos 2 semanas tras la administracion. Los anticuerpos y moléculas de
unién al antigeno anti-PCSK9 de la invencién son antagonistas de PCSK9 en el sentido de que previenen, reducen
y/o inhiben la degradacion de LDL-R mediada por PCSK9, con lo que fomentan una mayor recaptacién de colesterol
lipoproteico de baja densidad (LDL-C). Los anticuerpos y moléculas de unién al antigeno anti-PCSK9 tienen aplicacién
en el tratamiento de sujetos que padecen, p. €j., dislipidemia, hipercolesterolemia, trigliceridemia y otras afecciones
patolégicas mediadas por PCSK9.

2. Anticuerpos anti-PCSK9 mejorados en general

Los fragmentos de anticuerpos anti-PCSK9 se pueden producir mediante cualesquiera medios conocidos en la técnica,
que incluyen, sin caracter limitante, expresion recombinante, sintesis quimica y digestion enzimatica de tetrameros de
anticuerpos, mientras que los anticuerpos monoclonales de longitud completa se puede obtener, p. ej., mediante
produccion recombinante o de hibridomas. La expresién recombinante puede proceder de cualesquiera células
hospedadoras adecuadas conocidas en la técnica, por ejemplo, células hospedadoras de mamifero, células
hospedadoras bacterianas, células hospedadoras de levadura, células hospedadoras de insecto, etc. Cuando estén
presentes, las regiones constantes de los anticuerpos anti-PCSK9 pueden ser de cualquier tipo o subtipo, segun
proceda, y se pueden seleccionar para que sean de la especie del sujeto que se ha de tratar con los métodos de la
presente (p. ej., ser humano, primate no humano u otro mamifero, por ejemplo, mamifero agricola (p. €j., equino, ovino,
bovino, porcino, camélido), mamifero doméstico (p. €j., canino, felino) o roedor (p. €j., rata, ratén, hamster, conejo).
En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PCSK9 son humanizados o Humaneered™. En algunas realizaciones,
el isotipo de la regidn constante es IgG, por ejemplo, IgG1. En algunas realizaciones, la regiéon constante de IgG1
humana estd mutada para que tenga una menor afinidad de unién por un ligando efector tal como un receptor Fc
(FcR), p. €]., Fc gamma R1, en una célula o el componente C1 del complemento. Remitase, p. €j., a la Patente de EE.
UU. N.2 5 624 821. Los anticuerpos que contienen tales mutaciones median una citotoxicidad celular dependiente del
anticuerpo (ADCC, por sus siglas en inglés) o citotoxicidad dependiente del complemento (CDC, por sus siglas en
inglés) reducida o nula. En algunas realizaciones, los residuos aminoacidicos L234 y L235 de la regién constante de
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IgG1 se sustituyen por Ala234 y Ala235. La numeracion de los residuos en la regién constante de la cadena pesada
es la del indice EU (remitase a Kabat et al., (1983) "Sequences of Proteins of Immunological Interest’, Departamento
de Servicios Humanos y Sanitarios de los EE. UU.). Remitase también, p. ej., a Woodle et al, Transplantation (1999)
68(5):608-616; Xu et al., Cell Inmunol (2000) 200(1):16-26; y Hezareh et al., J Virol 75(24):12161-8.

Los anticuerpos o moléculas de union al antigeno anti-PCSK9 de la invencién también incluyen unidades de unién al
antigeno de dominio Unico que tienen un captador de tipo camélido. Los animales en la familia de los camélidos
incluyen camellos, llamas y alpacas. Los camélidos producen anticuerpos funcionales que carecen de cadenas ligeras.
El dominio variable de la cadena pesada (VH) se pliega de forma autdbnoma y funciona independientemente como una
unidad de unién al antigeno. Su superficie de unién implica Unicamente tres CDR en comparacién con las seis CDR
en moléculas de unién al antigeno clasicas (Fab) o fragmentos variables de cadena Unica (scFv). Los anticuerpos de
los camélidos son capaces de conseguir afinidades de unién comparables a las de los anticuerpos convencionales.
Las moléculas anti-PCSK9 basadas en un captador de camélido con especificidades de unién de los anticuerpos anti-
PCSK9 que se ilustran en la presente se pueden producir utilizando métodos muy conocidos en la técnica, p. €j.,
Dumoulin et al., Nature Struct. Biol. 11:500-515, 2002; Ghahroudi et al., FEBS Letters 414:521-526, 1997; y Bond et
al., J Mol Biol. 332:643-55, 2003.

Los anticuerpos anti-PCSK9 mejorados de la invencion son anticuerpos humanos modificados genéticamente con
secuencias de la region V que tienen una identidad de la secuencia de aminoacidos sustancial respecto a secuencias
de la region V de la linea germinal humana a la vez que conservan la especificidad y afinidad de un anticuerpo de
referencia. Remitase, p. €j., a la Publicacion de Patente de EE. UU. N.° 2005/0255552 y la Publicacién de Patente de
EE. UU. N.° 2006/0134098. El proceso de mejora identifica la informacién minima de la secuencia requerida para
determinar la especificidad de unién al antigeno a partir de la region variable de un anticuerpo de referencia, y transfiere
esta informacién a una coleccién de secuencias génicas de la regién V parciales humanas para generar una coleccién
enfocada en el epitopo de regiones V de anticuerpos humanos. Se puede utilizar un sistema de secrecién basado en
microbios para expresar miembros de la coleccion como fragmentos Fab de anticuerpos y la coleccion se criba para
determinar Fab de unién al antigeno, por ejemplo, utilizando un ensayo de unién de transferencia de colonias.
Remitase, p. €j., a la Publicacion de Patente de EE. UU. N.2 2007/0020685. Los clones positivos se pueden
caracterizar adicionalmente para identificar aquellos que presenten la afinidad mas elevada. Los Fab humanos
modificados genéticamente resultantes conservan la especificidad de union del anticuerpo anti-PCSK9 de referencia
progenitor, habitualmente presentan una afinidad equivalente o superior por el antigeno en comparaciéon con el
anticuerpo progenitor, y tienen regiones V con un elevado grado de identidad secuencial en comparaciéon con la
regiones V del anticuerpo de la linea germinal humana.

El determinante de la especificidad de unién (BSD, por sus siglas en inglés) minimo requerido para generar la coleccion
centrada en epitopos esta representado habitualmente por una secuencia dentro de la CDR3 de la cadena pesada
(«CDRH3») y una secuencia dentro de la cadena ligera de la CDR3 («CDRL3»). El BSD puede comprender una
porcién o la longitud completa de una CDR3. El BSD puede estar compuesto por residuos aminoacidicos contiguos o
no contiguos. En algunos casos, la coleccién centrada en epitopos se construye a partir de secuencias de segmentos
V humanos unidas a la region CDR3-FR4 unica del anticuerpo de referencia que contiene el BSD y secuencias de
segmentos J de la linea germinal humana (remitase a la Publicacién de Patente de EE. UU. N.° 2005/0255552). Como
alternativa, las colecciones de segmentos V humanos se pueden generar mediante el reemplazo de casetes
secuenciales en el que se reemplaza inicialmente tan solo parte del segmento V del anticuerpo de referencia por una
coleccién de secuencias humanas. Los «casetes» humanos identificados que soportan la unién en el contexto de
secuencias de aminodcidos residuales del anticuerpo de referencia se recombinan a continuaciéon en un segundo
cribado de la coleccién para generar segmentos V completamente humanos (remitase a la Publicacion de Patente de
EE. UU. N.° 2006/0134098).

En cada caso, los segmentos J, segmentos CDR3-FR4 o segmentos de CDR3 de la cadena ligera y pesada
apareados, que contienen determinantes de la especificidad del anticuerpo de referencia, se utilizan para restringir la
especificidad de unién de modo que los elementos de unién al antigeno obtenidos a partir de la coleccion conserven
la especificidad por el epitopo del anticuerpo de referencia. Se pueden introducir cambios de maduracion adicionales
en las regiones CDR3 de cada cadena durante la construccién de la coleccion con el fin de identificar anticuerpos con
cinéticas de unién optimas. Los anticuerpos humanos modificados genéticamente resultantes tienen secuencias de
segmentos V derivadas de colecciones de la linea germinal humana, conservan la secuencia de BSD corta de dentro
de las regiones CDR3 y tienen regiones de marco 4 (FR4) de la linea germinal humana.

Por consiguiente, en algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PCSK9 contienen un determinante de la secuencia
de union (BSD) minimo dentro de la CDR3 de las cadenas ligera y pesada que deriva del anticuerpo monoclonal de
referencia u originario. Las secuencias restantes de las regiones variables de la cadena ligera y la cadena pesada
(CDR y FR), p. €j., el segmento V y el segmento J, proceden de la linea germinal humana correspondiente y las
secuencias de aminoacidos maduras por afinidad. Los segmentos V se pueden seleccionar a partir de una coleccién
de segmentos V humanos. Se puede realizar un refinamiento de la secuencia adicional mediante una maduracioén por
afinidad.
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En otra realizacion, las cadenas ligera y pesada de los anticuerpos anti-PCSK9 contienen un segmento V humano
procedente de la secuencia de la linea germinal humana correspondiente (FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3), p. €j.,
seleccionado a partir de una coleccién de segmentos V humanos, y un segmento de secuencia CDR3-FR4 procedente
del anticuerpo monoclonal originario. El segmento de secuencia CDR3-FR4 se puede refinar adicionalmente
reemplazando los segmentos de la secuencia con secuencias de la linea germinal humana correspondientes y/o
mediante maduracion por afinidad. Por ejemplo, la secuencia de FR4 y/o CDR3 que rodea al BSD se puede reemplazar
con la secuencia de la linea germinal humana correspondiente, mientras que el BSD de la CDR3 del anticuerpo
monoclonal originario se conserva.

En algunas realizaciones, la secuencia de la linea germinal humana correspondiente para el segmento V de la cadena
pesada es Vh1-02. En algunas realizaciones, la secuencia de la linea germinal humana correspondiente para el
segmento J de la cadena pesada es JH4. En algunas realizaciones, el segmento J de la cadena pesada comprende
la secuencia parcial JH4 de la linea germinal humana WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:50). El segmento J de longitud
completa procedente de JH4 de la linea germinal humana es YFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:51). Los genes de
region variable se denominan de acuerdo con la nomenclatura estandar para genes de regiéon variable de
inmunoglobulina. La informacion actual sobre genes de inmunoglobulina se encuentra disponible en Internet, por
ejemplo, en las bases de datos ImMunoGeneTics (IMGT), V-base y PubMed. Remitase también a Lefranc, Exp Clin
Immunogenet. 2001;18(2):100-16; Lefranc, Exp Clin Immunogenet. 2001;18(3):161-74; Exp Clin Immunogenet.
2001;18(4):242-54; y Giudicelli et al., Nucleic Acids Res. 1 de enero de 2005; 33 (publicacion de la base de
datos):D256-61.

En algunas realizaciones, la secuencia de la linea germinal humana correspondiente para el segmento V de la cadena
ligera es VK3 L6. En algunas realizaciones, la secuencia de la linea germinal humana correspondiente para el
segmento J de la cadena ligera es Jk2. En algunas realizaciones, el segmento J de la cadena ligera comprende la
secuencia parcial Jk2 de la linea germinal humana FGQGTKLEIK (SEQ ID NO:52). El segmento J de longitud completa
procedente de Jk2 de la linea germinal humana es YTFGQGTKLEIK (SEQ ID NO:53).

En algunos casos, el segmento V de la cadena pesada presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 93%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o 100% de identidad secuencial respecto a la secuencia de aminoacidos
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFS(D/TYMYMSWVRQAPGQGLEWMGRID
PAN(A/E/G)HTNY(A/D)(P/Q)KFQ(A/G)RVTMTRDTSISTAYMELSRLTSDDTAVYYCA R (SEQ ID NO:28). En algunos
casos, el segmento V de la cadena pesada presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 93%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%
o} 100% de identidad secuencial respecto a la secuencia de aminoacidos
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSTMYMSWVRQAPGQGLEWMGRIDPA
NEHTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLTSDDTAVYYCAR (SEQ ID NO:27).

En algunos casos, el segmento V de la cadena ligera presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 93%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o 100% de identidad secuencial respecto a la secuencia de aminoacidos
(E/Q)IV(L/M)TQSPATLSVSPGERATLSC(R/S)AS(Q/S)SVSYMHWYQQKPGQAPRLLI
Y(G/L)(T/V)F(N/R)(L/R)A(S/T)GIPDRFSGSGSGTDFTLTIGRLEPEDFAVYYC (SEQ ID NO:31). En algunos casos, €l
segmento V de la cadena ligera presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 93%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad secuencial respecto a la secuencia de aminoacidos
QIVLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIYGVFRRATGIP
DRFSGSGSGTDFTLTIGRLEPEDFAVYYC (SEQ ID NO:29). En algunos casos, el segmento V de la cadena ligera
presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 93%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad secuencial respecto a
la secuencia de aminoacidos EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIYGVFRRATGI
PDRFSGSGSGTDFTLTIGRLEPEDFAVYYC (SEQ ID NO:30).

En algunos casos:

i) la CDR3 de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos SYYYY(A/N)MD(A/F/S/V/Y) (SEQ ID
NO:14);y

ii) la regiéon variable CDR3 de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos LQWSSDPPT (SEQ ID
NO:26).

En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién al antigeno es como se menciona en las reivindicaciones
y:

i) la CDR3 de la cadena pesada comprende la secuencia de amino4cidos seleccionada del grupo constituido por SEQ
ID NO:12 y SEQ ID NO:13; y

ii) la CDRS3 de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26.

En algunos casos, los anticuerpos de la divulgacion comprenden una region variable de la cadena pesada que
comprende una CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos (D/T)MYMS (SEQ ID NO:8); una CDR2 que
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comprende una secuencia de aminoacidos RIDPAN(A/E/G)HTNY(A/D)(P/Q)KFQ(A/G) (SEQ ID NO:11); y una CDR3
que comprende una secuencia de aminoacidos de SYYYY(A/N)MD(A/F/S/V/Y) (SEQ ID NO:14).

En algunos casos, los anticuerpos de la divulgacién comprenden una regién variable de la cadena ligera que
comprende una CDR1 que comprende una secuencia de aminoacidos (R/S)AS(Q/S)SVSYMH (SEQ ID NO:22); una
CDR2 que comprende una secuencia de aminodacidos (G/L)(T/V)F(N/R)(L/R)A(S/T) (SEQ ID NO:25); y una CDR3 que
comprende una secuencia de aminodcidos de LQWSSDPPT (SEQ ID NO:26).

En algunas realizaciones, la regién variable de la cadena pesada comprende una FR1 que comprende la secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:32; una FR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:33; una FR3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:34; y una FR4 que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO:35. Las secuencias de aminoacidos identificadas pueden tener uno o0 mas aminoacidos
que han sido sustituidos (p. €j., en una maduracioén por afinidad) o uno o mas aminodacidos que han sido sustituidos
de forma conservativa.

En algunas realizaciones, la regién variable de la cadena ligera comprende una FR1 que comprende una secuencia
de aminodcidos de SEQ ID NO:36; una FR2 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:37; una FR3
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:38; y una FR4 que comprende la secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO:39. Las secuencias de aminoacidos identificadas pueden tener uno o mas aminoacidos
que han sido sustituidos (p. €j., en una maduracioén por afinidad) o uno o mas aminodacidos que han sido sustituidos
de forma conservativa.

A lo largo de su longitud completa, las regiones variables de los anticuerpos anti-PCSK9 de la presente invencion
presentaran por lo general una identidad de la secuencia de aminoacidos de la region variable global (p. ej., FR1-
CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4) de al menos aproximadamente un 85%, por ejemplo, al menos aproximadamente
un 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% respecto a la secuencia de aminoacidos de
la regién variable de la linea germinal humana correspondiente. Por ejemplo, la cadena pesada de los anticuerpos
anti-PCSK9 puede presentar al menos aproximadamente un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o0 100% de identidad de la secuencia de aminoacidos respecto a la region variable Vh1-02 de la linea
germinal humana. La cadena ligera de los anticuerpos anti-PCSK9 puede presentar al menos aproximadamente un
85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de la secuencia de
aminoacidos respecto a la region variable VK3 L6 de la linea germinal humana. En algunas realizaciones, solo se
anaden, suprimen o sustituyen aminoacidos comprendidos dentro de las regiones de marco. En algunas realizaciones,
la comparacion de identidades secuenciales excluye la CD3.

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PCSK9 de la invencién son como se mencionan en las reivindicaciones
y comprenden una region variable de la cadena pesada que presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de la secuencia de aminoacidos respecto a una regioén variable
de la cadena pesada de SEQ ID NO:40 y comprenden una regién variable de la cadena ligera que presenta al menos
un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de la secuencia de
aminodcidos respecto a una region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:41 (es decir, secuencias consenso).

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PCSK9 de la invencion son como se mencionan en las reivindicaciones
y comprenden una region variable de la cadena pesada que presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% de identidad de la secuencia de aminoacidos respecto a una region variable
de la cadena pesada de SEQ ID NO:1 y comprenden una region variable de la cadena ligera que presenta al menos
un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de la secuencia de
aminoacidos respecto a una region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:15 (es decir, LFU720 de ratén).

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PCSK9 de la invenciéon son como se mencionan en las reivindicaciones
y comprenden una region variable de la cadena pesada que presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% de identidad de la secuencia de aminoacidos respecto a una region variable
de la cadena pesada de SEQ ID NO:2 y comprenden una region variable de la cadena ligera que presenta al menos
un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de la secuencia de
aminoacidos respecto a una region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:16 (es decir, LGT-209).

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PCSK9 de la invencion son como se mencionan en las reivindicaciones
y comprenden una region variable de la cadena pesada que presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% de identidad de la secuencia de aminoacidos respecto a una region variable
de la cadena pesada de SEQ ID NO:2 y comprenden una regién variable de la cadena ligera que presenta al menos
un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de la secuencia de
aminoacidos respecto a una region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:18 (es decir, LGT-210).

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PCSK9 de la invencién son como se mencionan en las reivindicaciones

y comprenden una region variable de la cadena pesada que presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% de identidad de la secuencia de aminoacidos respecto a una region variable
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de la cadena pesada de SEQ ID NO:4 y comprenden una regién variable de la cadena ligera que presenta al menos
un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de la secuencia de
aminoacidos respecto a una region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:16 (es decir, LGT-211).

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PCSK9 de la invenciéon son como se mencionan en las reivindicaciones
y comprenden un polipéptido de la cadena pesada que presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% de identidad de la secuencia de aminoacidos respecto a una region variable de la
cadena pesada de SEQ ID NO:3 y comprenden un polipéptido de la cadena ligera que presenta al menos un 85%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de la secuencia de aminoacidos
respecto a una regién variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:17 (es decir, LGT-209).

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PCSK9 de la invenciéon son como se mencionan en las reivindicaciones
y comprenden un polipéptido de la cadena pesada que presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% de identidad de la secuencia de aminoacidos respecto a una regién variable de la
cadena pesada de SEQ ID NO:3 y comprenden un polipéptido de la cadena ligera que presenta al menos un 85%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de la secuencia de aminoacidos
respecto a una regién variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:19 (es decir, LGT-210).

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-PCSK9 de la invenciéon son como se mencionan en las reivindicaciones
y comprenden un polipéptido de la cadena pesada que presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 100% de identidad de la secuencia de aminoacidos respecto a una regién variable de la
cadena pesada de SEQ ID NO:5 y comprenden un polipéptido de la cadena ligera que presenta al menos un 85%,
89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de la secuencia de amino&cidos
respecto a una regién variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:17 (es decir, LGT-211).

Para secuencias de aminoacidos identificadas con una longitud inferior a 20 aminoéacidos, se pueden tolerar una o dos
sustituciones conservativas de residuos aminoacidicos a la vez que se sigue manteniendo la actividad antagonista y/o
de unién especifica deseada.

Los anticuerpos anti-PCSK9 de la presente invencion se unirdn a PCSK9 generalmente con una constante de
disociacion de equilibrio (Kp) inferior a aproximadamente 10 M o 10-° M, por ejemplo, inferior a aproximadamente 10
M o0 10" M, en algunas realizaciones, inferior a aproximadamente 107> M o 10713 M.

Los anticuerpos anti-PCSK9 se pueden opcionalmente multimerizar y utilizarse de acuerdo con los métodos de esta
invencion. Los anticuerpos anti-PCSK9 pueden ser un anticuerpo tetramérico de longitud completa (es decir, con dos
cadenas ligeras y dos cadenas pesadas), un anticuerpo de cadena unica (p. €j., un scFv) o una molécula que
comprende fragmentos de anticuerpo que forman uno o mas sitios de unién al antigeno y confieren especificidad de
unién a PCSK9, p. ej., que comprende regiones variables de la cadena ligera y pesada (por ejemplo, Fab' u otros
fragmentos similares).

La divulgacién proporciona ademas polinucleétidos que codifican los anticuerpos descritos en la presente, p. €j.,
polinucleétidos que codifican regiones variables de la cadena ligera o pesada o segmentos que comprenden las
regiones determinantes de la complementariedad segun se describen en la presente. En algunos casos, el
polinucleétido que codifica la cadena pesada presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% 0 100% de identidad de la secuencia de acido nucleico con un polinucleétido seleccionado del grupo
constituido por SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43 y SEQ ID NO:54. En algunos casos, el polinucleétido que codifica la
cadena ligera presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de
identidad de la secuencia de &cido nucleico con un polinucleétido seleccionado del grupo constituido por SEQ ID
NO:44, SEQ ID NO:45 y SEQ ID NO:55.

En algunos casos, el polinucleétido que codifica la cadena pesada presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de la secuencia de acido nucleico con un polinucleétido
de SEQ ID NO:42. En algunos casos, el polinucleétido que codifica la cadena ligera presenta al menos un 85%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de la secuencia de acido nucleico con
un polinucleétido de SEQ ID NO:45 (es decir, LGT-209).

En algunos casos, el polinucleétido que codifica la cadena pesada presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de la secuencia de acido nucleico con un polinucleétido
seleccionado del grupo constituido por SEQ ID NO:42. En algunos casos, el polinucleétido que codifica la cadena
ligera presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad
de la secuencia de acido nucleico con un polinucleétido seleccionado del grupo constituido por SEQ ID NO:44 (es
decir, LGT-210).

En algunos casos, el polinucleotido que codifica la cadena pesada presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%,

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de la secuencia de acido nucleico con un polinucleétido
seleccionado del grupo constituido por SEQ ID NO:43. En algunos casos, el polinucleétido que codifica la cadena
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ligera presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad
de la secuencia de acido nucleico con un polinucleétido seleccionado del grupo constituido por SEQ ID NO:45 (es
decir, LGT-211).

En algunos casos, el polinuclettido que codifica la cadena pesada presenta al menos un 85%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de la secuencia de acido nucleico con un polinucleétido
de SEQ ID NO:54. En algunos casos, el polinucleétido que codifica la cadena ligera presenta al menos un 85%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 100% de identidad de la secuencia de acido nucleico con
un polinucledtido de SEQ ID NO:55 (es decir, LFU720 de ratén).

3. Ensayos para identificar anticuerpos anti-PCSK9

Los anticuerpos antagonistas se pueden identificar generando anticuerpos anti-PCSK9 y a continuacion evaluando
cada anticuerpo con el fin de determinar su capacidad para reducir o inhibir eventos mediados por PCSK9, p. €j., la
unién a LDLR, el fomento de la degradacién de LDLR. Los ensayos se pueden llevar a cabo in vivo o in vitro. Los
anticuerpos preferidos se unen a PCSK9, no evitan que PCSK9 se una a LDLR, y reducen o inhiben la degradacién
de LDLR mediada por PCSK9.

La unién de los anticuerpos o moléculas de unién al antigeno a PCSK9 se puede determinar utilizando cualquier
método conocido en la técnica, que incluye, sin caracter limitante, ELISA, Biacore e inmunotransferencia de Western.

La degradacion de LDLR mediada por PCSK9 también se puede medir utilizando cualquier método conocido en la
técnica. En una realizacion, la capacidad del anticuerpo o molécula de unioén al antigeno anti-PCSK9 para inhibir la
degradacién de LDLR se determina utilizando un modelo de infusion de raton. Los anticuerpos o moléculas de unién
al antigeno anti-PCSK9 se infunden por via intravenosa (p. €j., 3 pg/hora) en un ratén y se determinan los niveles de
LDLR en preparados de membrana hepatica en comparacion con los niveles de LDLR en preparados de membrana
hepatica procedentes de un raton que ha recibido infusiones intravenosas de un anticuerpo de control (p. €j., que se
une a un antigeno no relacionado). Los ratones que han recibido anticuerpos anti-PCSK9 antagonistas presentaran
unos niveles detectablemente superiores de LDLR, p. €j., al menos un 10%, 20%, 50%, 80%, 100% mas elevados, en
comparacién con ratones que han recibido el anticuerpo de control.

Los anticuerpos antagonistas anti-PCSK9 también se pueden evaluar para determinar su eficacia terapéutica a la hora
de reducir los niveles en plasma de LCL-C, no-HDL-C y/o colesterol total. Los anticuerpos o moléculas de unién al
antigeno anti-PCSK9 se infunden por via intravenosa (p. €j., 3 pg/hora) en un mamifero (p. ej., ratén, rata, primate no
humano, ser humano) y se determinan los niveles en plasma de LCL-C, no-HDL-C y/o colesterol total en comparacion
con los niveles en plasma de LCL-C, no-HDL-C y/o colesterol total procedentes del mismo mamifero antes del
tratamiento o procedentes de un mamifero que ha recibido infusiones intravenosas de un anticuerpo de control (p. €j.,
que se une a un antigeno no relacionado). El mamifero que ha recibido los anticuerpos anti-PCSK9 antagonistas
presentard unos niveles en plasma detectablemente inferiores de LCL-C, no-HDL-C y/o colesterol total, p. €j., al menos
un 10%, 20%, 50%, 80%, 100% mas bajos, en comparacion con el mamifero antes del tratamiento o el mamifero que
ha recibido el anticuerpo de control.

4. Composiciones que comprenden anticuerpos anti-PCSK9

La invencién proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden los anticuerpos o moléculas de unién al
antigeno anti-PCSK9 de la presente formulados junto con un portador farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones pueden contener adicionalmente otros agentes terapéuticos que sean adecuados para tratar o prevenir
un trastorno dado. Los portadores farmacéuticos mejoran o estabilizan la composicion, o facilitan la preparacion de la
composicion. Los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y que retrasan la absorcién, y similares,
que sean fisiolégicamente compatibles.

Una composicion farmacéutica de la presente invencion se puede administrar mediante varios métodos conocidos en
la técnica. La via y/o modo de administracién varian dependiendo de los resultados deseados. Se prefiere que la
administracién sea intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o subcutanea, o que se administre de forma préxima al
sitio de la diana. El portador farmacéuticamente aceptable debe ser adecuado para la administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea, parenteral, intranasal, por inhalacion, espinal o epidérmica (p. ej., mediante inyeccion o
infusion). Dependiendo de la via de administracion, el compuesto activo, es decir, el anticuerpo, molécula biespecifica
y multiespecifica, puede estar recubierto por un material para proteger el compuesto frente a la accion de acidos y
otras condiciones naturales que podrian desactivar el compuesto.

Los anticuerpos, solos o combinados con otros componentes adecuados, se pueden convertir en formulaciones de
aerosol (es decir, se pueden «nebulizar») para ser administrados por inhalacion. Las formulaciones de aerosol se
pueden colocar en propelentes aceptables presurizados, tales como diclorodifluorometano, propano, nitrégeno y
similares.
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En algunas realizaciones, la composicién es estéril y fluida. Se puede mantener la fluidez adecuada, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamario de particula requerido
en el caso de una dispersion y mediante el uso de surfactantes. En muchos casos, es preferible incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol o sorbitol, y cloruro de sodio en la composicion.
La absorcion a largo plazo de las composiciones inyectables se puede conseguir incluyendo en la composicion un
agente que retrase la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio o gelatina.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden preparar de acuerdo con métodos muy conocidos y
practicados de forma rutinaria en la técnica. Los portadores farmacéuticamente aceptables vienen determinados en
parte por la composicion particular que se esté administrando, asi como también por el método particular utilizado para
administrar la composicién. Por consiguiente, existe una gran variedad de formulaciones adecuadas de las
composiciones farmacéuticas de la presente invencion. Se pueden consultar métodos aplicables para formular los
anticuerpos y determinar la dosis y el programa adecuados, por ejemplo, en Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 21.2 Ed., Universidad de Ciencias de Filadelfia, Eds., Lippincott Williams & Wilkins (2005); y en Martindale:
The Complete Drug Reference, Sweetman, 2005, Londres: Pharmaceutical Press., y en Martindale, Martindale: The
Extra Pharmacopoeia, 31.2 Edicion, 1996, Amer Pharmaceutical Assn, y Sustained and Controlled Release Drug
Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978. Las composiciones farmacéuticas se
elaboran preferentemente en condiciones de GMP. Habitualmente, en las composiciones farmacéuticas de la
invencion se emplea una dosis terapéuticamente efectiva o eficaz del anticuerpo anti-PCSK9. Los anticuerpos anti-
PCSK9 se formulan en formas farmacéuticas que sean farmacéuticamente aceptables utilizando métodos
convencionales conocidos por los expertos en la técnica. Las pautas posoldgicas se ajustan para proporcionar la
respuesta deseada (p. ej., una respuesta terapéutica). A la hora de determinar una dosis terapéutica o
profilacticamente eficaz, se puede administrar una dosis baja y a continuacion incrementarla de forma gradual hasta
que se consiga una respuesta deseada con unos efectos secundarios no deseados minimos o nulos. Por ejemplo, se
puede administrar un anico bolo, se pueden administrar varias dosis divididas a lo largo del tiempo o se puede reducir
o incrementar de forma proporcional la dosis segun indiquen las exigencias de la situacion terapéutica. Resulta
especialmente favorable formular composiciones parenterales en una forma farmacéutica unitaria para conseguir una
administracion sencilla y uniformidad de la dosificacién. La forma farmacéutica unitaria, tal como se utiliza en la
presente, se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los sujetos que
se han de tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el
efecto terapéutico deseado asociada con el portador farmacéutico requerido.

Los niveles de dosis reales de los principios activos en las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se
pueden modificar con el fin de obtener una cantidad del principio activo que sea eficaz para lograr la respuesta
terapéutica deseada para un paciente, una composicién y un modo de administracion particulares, sin que sean toxicos
para el paciente. El nivel de dosis seleccionado depende de diversos factores farmacocinéticos, que incluyen la
actividad de las composiciones particulares de la presente invencion empleadas, o el éster, la sal o amida de estas, la
via de administracién, el tiempo de administracién, la tasa de excrecién del compuesto particular que se esté
empleando, la duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales utilizados en combinacién con las
composiciones particulares empleadas, la edad, el género, el peso, la afeccién, el estado general de salud y el historial
médico previo del paciente que se esté tratando, y factores similares.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacolégicas comprenden una mezcla del anticuerpo o molécula de
unién al antigeno anti-PCSK9 y un segundo agente farmacol6gico. Por ejemplo, las composiciones pueden
comprender un anticuerpo o molécula de unién al antigeno anti-PCSK9 de la invencion y un agente conocido por ser
beneficioso a la hora de reducir el colesterol, que incluye LDL-C, no-HDL-C y colesterol total, y/o aumentar HDL-C.

Los segundos agentes ilustrativos que se pueden incluir en las mezclas con el anticuerpo o molécula de unién al
antigeno antagonista anti-PCSK9 de la presente incluyen, sin caracter limitante, un inhibidor de la HMG-CoA-reductasa
(es decir, una estatina), fibratos (p. e€j., clofibrato, gemfibrozilo, fenofibrato, ciprofibrato, bezafibrato), niacina y sus
andlogos, inhibidores de la absorcién de colesterol, captadores de acido biliar (p. ej., colestiramina, colestipol,
colesvelam), un inhibidor del transporte ileal de &cido biliar (IBAT), un mimético de la hormona de la tiroides (p. €j., el
compuesto KB2115), un inhibidor de la proteina de transferencia de triglicéridos microsomal (MTP), un agonista dual
alfay gamma del receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR), un inhibidor de la acil-CoA:diacilglicerol-
aciltransferasa (DGAT), un inhibidor de la acil-CoA:colesterol-aciltransferasa (ACAT), un inhibidor Niemann Pick C1-
tipo 1 (NPC1-L1) (p. €j., ezetimiba), un agonista de las proteinas del casete de unién a ATP (ABC) G5 o G8, un inhibidor
de las proteinas de transferencia de ésteres de colesterol (CETP), un acido nucleico inhibidor que tenga PCSK9 como
diana y un &cido nucleico inhibidor que tenga apoB100 como diana. Los agentes reductores de lipidos son conocidos
en la técnica y se describen, p. €j., en Goodman and Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 11.2 Ed.,
Brunton, Lazo y Parker, Eds., McGraw-Hill (2006); 2009 Physicians' Desk Reference (PDR), por ejemplo, en la 63.2
(2008) Eds., Thomson PDR.

Otros agentes reductores de lipidos que se pueden utilizar en las composiciones de la presente se describen y/o
revisan en, p. ej., Chang et al.,, Curr Opin Drug Disco Devel (2002) 5(4):562-70; Sudhop et al., Drugs (2002)
62(16):2333-47; Bays y Stein, Expert Opin Pharmacother (2003) 4(11):1901-38; Kastelein, Int J Clin Pract Suppl (2003)
Mar(134):45-50; Tomoda y Omura, Pharmacol Ther (2007) 115(3):375-89; Tenenbaum et al., Adv Cardiol (2008)
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45:127-53; Tomkin, Diabetes Care (2008) 31(2):S241-S248; Lee et al., J Microbiol Biotechnol (2008) 18(11):1785-8;
Oh et al., Arch Pharm Res (2009) 32(1): 43-7; Birch et al., J Med Chem (2009) 52(6):1558-68; y Baxter y Webb, Nature
Reviews Drug Discovery (2009) 8:308-320.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o moléculas de uniéon al antigeno anti-PCSK9 de la invencion se
proporcionan como una mezcla con una estatina. Las estatinas ilustrativas incluyen, sin caracter limitante,
atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, lovastatina, mevastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina y
simvastatina.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o moléculas de unién al antigeno anti-PCSK9 de la invencion se
proporcionan como una mezcla con un agente farmacoldgico que induce hipercolesterolemia o trigliceridemia. Por
ejemplo, el segundo agente farmacolégico puede ser un inhibidor de proteasas, por ejemplo, Saquinavir, Ritonavir,
Indinavir, Nelfinavir, Amprenavir, Lopinavir, Atazanavir, Fosamprenavir, Tipranavir, Darunavir, abacavir-lamivudina-
zidovudina (Trizivir). En algunas realizaciones, el segundo agente farmacolégico es Tacrolimus.

5. Métodos de utilizacion de los anticuerpos anti-PCSK9
a. Afecciones que se pueden someter a tratamiento con anticuerpos anti-PCSK9

Los anticuerpos y moléculas de unién al antigeno antagonistas anti-PCSK9 de la invencion tienen aplicacion en el
tratamiento de cualquier afeccién patolégica mediada por la actividad o sobreactividad de PCSK9.

Por ejemplo, los individuos que padecen o corren el riesgo de desarrollar dislipidemia o hipercolesterolemia por
cualquier nUmero de razones o etiologias se pueden beneficiar de la administracion de los anticuerpos y moléculas de
unién al antigeno antagonistas anti-PCSK9 de la presente. Por ejemplo, el individuo puede padecer
hipercolesterolemia homocig6tica o heterocigética familiar o transmitida genéticamente en la que esté presente un
LDL-R funcional. Las mutaciones genéticas que provocan y/o se asocian con hipercolesterolemia familiar o heredada
genéticamente se resumen, p. €j., en Burnett y Hooper, Clin Biochem Rev (2008) 29(1):11-26. El individuo también
puede padecer otras afecciones patolégicas o tener comportamientos que contribuyan o incrementen el riesgo de
desarrollar dislipidemia o hipercolesterolemia. Por ejemplo, el individuo puede ser obeso o padecer diabetes o
sindrome metabdlico. El individuo puede ser fumador, llevar un estilo de vida sedentario o tener una dieta rica en
colesterol.

El hecho de tener PCSK9 como diana es util para la reduccién, anulacion, inhibicién o prevencién de la dislipidemia,
hipercolesterolemia y trigliceridemia posprandial. Remitase, p. €j., a Le May et al., Arterioscler Thromb Vasc Biol (2009)
29(5):684-90; Seidah, Expert Opin Ther Targets (2009) 13(1):19-28; y Poirier et al., J Biol Chem (2009) PMID
19635789. Por consiguiente, la administracion de los anticuerpos y moléculas de unién al antigeno antagonistas anti-
PCSK9 de la presente tiene aplicacion en la reduccién, anulacién, inhibicion y prevencion de la dislipidemia,
hipercolesterolemia y trigliceridemia posprandial en un individuo que lo necesite.

Los anticuerpos y moléculas de unién al antigeno antagonistas anti-PCSK9 de la presente tienen aplicacion en la
reduccion o disminucién del colesterol lipoproteico de baja densidad (LDL-C) en un individuo que lo necesite. El
individuo puede presentar de forma persistente niveles elevados de LDL-C. En algunas realizaciones, el individuo
presenta unos niveles en plasma de LDL-C sistematicamente por encima de 80 mg/dL, por ejemplo, por encima de
90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 mg/dL o superiores. Los anticuerpos y moléculas de unién al
antigeno antagonistas anti-PCSK9 de la presente también tienen aplicacién en la reduccion o disminucién del
colesterol lipoproteico que no es de alta densidad (no-HDL-C) o el colesterol total en un individuo que lo necesite.

Puede ser que el individuo ya esté tomando otro agente farmacéutico para reducir el colesterol y que sea resistente o
intolerante a ese agente. Por ejemplo, puede ser que el individuo ya esté siguiendo un régimen terapéutico con una
estatina, el cual puede haber resultado ineficaz en este individuo a la hora de reducir LDL-C, no-HDL-C o el colesterol
total hasta niveles aceptables. También puede ser que el individuo sea intolerante a la administracion de una estatina.
La administracion combinada de los anticuerpos y moléculas de unién al antigeno antagonistas anti-PCSK9 de la
presente con un segundo agente Util a la hora de reducir LDL-C o no-HDL-C y/o incrementar HDL-C mejorara la
eficacia y tolerancia del segundo agente, por ejemplo, haciendo posible que se administren dosis mas bajas del
segundo agente.

En algunas realizaciones, el individuo presenta una mutacién de ganancia de funcién en el gen PCSK9, por ejemplo,
que da como resultado un incremento aberrante en la degradacién de LDLR.

En algunas realizaciones, el individuo esta recibiendo un agente farmacoldégico que induce dislipidemia o
hipercolesterolemia, es decir, el individuo padece dislipidemia o hipercolesterolemia inducida por un farmaco. Por
ejemplo, el individuo puede estar recibiendo un régimen terapéutico de inhibidores de proteasas, p. €j., para el
tratamiento de una infeccion por VIH. Otro agente farmacoldgico conocido por provocar niveles elevados de
triglicéridos en plasma es Tacrolimus, un farmaco inmunosupresor administrado para pacientes que reciben un
transplante. Se ha demostrado que la ciclosporina incrementa LDL de forma significativa. Remitase, p. €j., a Ballantyne
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et al. (1996) 78(5):532-5. Los antipsicoticos de segunda generaciéon (p. ej., aripiprazol, clozapina, olanzapina,
quetiapina, risperidona y ziprasidona) también se han asociado con la dislipidemia. Remitase, p. €j., a Henderson, J
Clin Psychiatry (2008) 69(2):e04 y Brooks et al., Curr Psychiatry Rep (2009) 11(1):33-40.

b. Administracion de los anticuerpos anti-PCSK9

Un médico o veterinario puede comenzar con dosis de los anticuerpos de la invencidn que se emplean en la
composicion farmacéutica de niveles inferiores a los necesarios para conseguir el efecto terapéutico deseado y
aumentar la dosis gradualmente hasta que se consiga el efecto deseado. En general, las dosis eficaces de las
composiciones de la presente invencion varian dependiendo de muchos factores diferentes, que incluyen la afeccién
o enfermedad especifica que se ha de tratar, los medios de administracion, el sitio diana, el estado fisiol6gico del
paciente, el hecho de que el paciente sea un ser humano o un animal, otras medicaciones administradas y si el
tratamiento es profilactico o terapéutico. Las dosis del tratamiento deben ser tituladas para optimizar su seguridad y
eficacia. Para la administracién con un anticuerpo, la dosis varia en el intervalo de aproximadamente 0.0001 a 100
mg/kg, y mas habitualmente de 0.01 a 5 mg/kg, de peso corporal del hospedador. Por ejemplo, las dosis pueden ser
de 1 mg/kg de peso corporal o de 10 mg/kg de peso corporal, o pueden estar dentro del intervalo de 1-10 mg/kg. La
dosificacién se puede llevar a cabo a diario, de forma semanal, cada dos semanas o una vez al mes, 0 mas o menos
a menudo, segun sea necesario 0 segun se desee. Un régimen de tratamiento ilustrativo implica la administracion una
vez a la semana, una vez cada dos semanas o una vez al mes o una vez cada 3-6 meses.

En algunas realizaciones, se administra un polinucleotido que codifica un anticuerpo o molécula de unién al antigeno
anti-PCSK9 de la invencién. En las realizaciones en que el agente es un acido nucleico, las dosis tipicas pueden estar
en el intervalo desde aproximadamente 0.1 mg/kg de peso corporal hasta e incluidos aproximadamente 100 mg/kg de
peso corporal, p. €j., entre aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal y aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal.
En algunas realizaciones, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40 o 50 mg/kg de peso corporal.

El anticuerpo se puede administrar en dosis individuales o divididas. El anticuerpo se administra habitualmente en
multiples ocasiones. Los intervalos entre dosis Unicas pueden ser semanales, cada dos semanas, mensuales o
anuales, segln sea necesario 0 segun se desee. Los intervalos también pueden ser irregulares, segun se indique al
medir los niveles en sangre del anticuerpo anti-PCSK9 en el paciente. En algunos métodos, la dosis se ajusta para
conseguir una concentracion del anticuerpo en plasma de 1-1000 pug/ml y en algunos métodos de 25-300 pg/ml. Como
alternativa, el anticuerpo se puede administrar como una formulacién de liberacién sostenida, en cuyo caso se requiere
una administracién menos frecuente. La dosis y la frecuencia varian dependiendo de la semivida del anticuerpo en el
paciente. En general, los anticuerpos humanizados presentan una semivida mas prolongada que la de los anticuerpos
quiméricos y anticuerpos no humanos. La dosis y la frecuencia de administracion pueden variar dependiendo de si el
tratamientos es profilactico o terapéutico. En aplicaciones profilacticas, se administra una dosis relativamente baja con
intervalos relativamente poco frecuentes durante un periodo de tiempo largo. Algunos pacientes siguen recibiendo el
tratamiento durante el resto de sus vidas. En aplicaciones terapéuticas, en ocasiones se requiere una dosis
relativamente elevada con intervalos relativamente cortos hasta que la evolucién de la enfermedad se reduzca o
termine, y preferentemente hasta que el paciente muestre una mejora parcial o completa de los sintomas de la
enfermedad. Posteriormente, se puede administrar al paciente un régimen profilactico. En algunas realizaciones, el
anticuerpo o agente de union al antigeno anti-PCSK9 se administra cuando los niveles en plasma de LDL-C en el
paciente aumentan por encima de un nivel umbral predeterminado, por ejemplo, al menos aproximadamente 80 mg/dL,
por ejemplo, al menos aproximadamente 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 mg/dL o superior.

c. Coadministracion con un segundo agente

El antagonista que es un anticuerpo contra PCSK9 se puede utilizar combinado con agentes conocidos por ser
beneficiosos a la hora de reducir el colesterol, que incluye LDL-C, no-HDL-C y colesterol total, y/o aumentar HDL-C.

Los agentes activos se pueden administrar juntos en una mezcla con el anticuerpo antagonista anti-PCSK9 o se puede
administrar cada agente por separado. El agente que es un anticuerpo y el otro agente activo se pueden administrar
de forma concurrente, aunque no es necesario.

Los segundos agentes ilustrativos que se pueden utilizar en la coadministracion con el anticuerpo o molécula de unién
al antigeno antagonista anti-PCSK9 de la presente incluyen, sin caracter limitante, un inhibidor de la HMG-CoA-
reductasa (es decir, una estatina), fibratos (p. ej., clofibrato, gemfibrozilo, fenofibrato, ciprofibrato, bezafibrato), niacina
y sus andlogos, inhibidores de la absorcién de colesterol, captadores de acido biliar (p. €j., colestiramina, colestipol,
colesvelam), un inhibidor del transporte ileal de acido biliar (IBAT), un mimético de la hormona de la tiroides (p. €j., el
compuesto KB2115), un inhibidor de la proteina de transferencia de triglicéridos microsomal (MTP), un agonista dual
alfay gamma del receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR), un inhibidor de la acil-CoA:diacilglicerol-
aciltransferasa (DGAT), un inhibidor de la acil-CoA:colesterol-aciltransferasa (ACAT), un inhibidor Niemann Pick C1-
tipo 1 (NPC1-L1) (p. €j., ezetimiba), un agonista de las proteinas del casete de unién a ATP (ABC) G5 o G8, un inhibidor
de las proteinas de transferencia de ésteres de colesterol (CETP), un acido nucleico inhibidor que tenga PCSK9 como
diana y un &cido nucleico inhibidor que tenga apoB100 como diana.
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Otros agentes reductores de lipidos que se pueden utilizar se describen y/o revisan en, p. €j., Chang et al., Curr Opin
Drug Disco Devel (2002) 5(4):562-70; Sudhop et al., Drugs (2002) 62(16):2333-47; Bays y Stein, Expert Opin
Pharmacother (2003) 4(11):1901-38; Kastelein, Int J Clin Pract Suppl (2003) Mar(134):45-50; Tomoda y Omura,
Pharmacol Ther (2007) 115(3):375-89; Tenenbaum et al., Adv Cardiol (2008) 45:127-53; Tomkin, Diabetes Care (2008)
31(2):S241-S248; Lee et al., J Microbiol Biotechnol (2008) 18(11):1785-8; Oh et al., Arch Pharm Res (2009) 32(1): 43-
7; Birch et al., J Med Chem (2009) 52(6):1558-68; y Baxter y Webb, Nature Reviews Drug Discovery (2009) 8:308-
320.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o moléculas de unién al antigeno anti-PCSK9 de la invencion se
coadministran con una estatina. Las estatinas ilustrativas incluyen, sin caracter limitante, atorvastatina, cerivastatina,
fluvastatina, lovastatina, mevastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina y simvastatina.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o moléculas de union al antigeno anti-PCSK9 de la invencion se
coadministran con un agente farmacoldgico que induce hipercolesterolemia o trigliceridemia. Por ejemplo, el segundo
agente farmacoldgico puede ser un inhibidor de proteasas, por ejemplo, Saquinavir, Ritonavir, Indinavir, Nelfinavir,
Amprenavir, Lopinavir, Atazanavir, Fosamprenavir, Tipranavir, Darunavir, abacavir-lamivudina-zidovudina (Trizivir). En
algunas realizaciones, el segundo agente farmacolégico es Tacrolimus.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o moléculas de unién al antigeno anti-PCSK9 de la invencion se
coadministran con un acido nucleico inhibidor (p. €j., un ARNip, un miARN, una secuencia antisentido, una ribozima)
que tiene como diana especifica PCSK9 o apoB100.

6. Kits

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden proporcionar en un kit. En ciertas realizaciones,
un kit de la presente invencion comprende un anticuerpo o molécula de unién al antigeno antagonista anti-PCSK9 de
la invencion, segun se describe en la presente. Los anticuerpos o moléculas de union al antigeno anti-PCSK9 se
pueden proporcionar en dosis uniformes o variantes.

En algunas realizaciones, los kits comprenden uno o méas de los segundos agentes farmacolégicos, segun se describe
en la presente. El segundo agente farmacolégico se puede proporcionar en la misma formulaciéon o en formulaciones
separadas de los anticuerpos o moléculas de union al antigeno anti-PCSK9. Las dosis de los primeros y segundos
agentes pueden ser independientemente uniformes o variantes.

En algunas realizaciones, los kits comprenden el antagonista que es un anticuerpo contra PCSK9 y uno o0 méas agentes
conocidos por ser beneficiosos para reducir el colesterol, que incluye LDL-C, no-HDL-C y colesterol total, y/o aumentar
HDL-C.

Los segundos agentes ilustrativos que se pueden incluir en los kits con el anticuerpo o molécula de unién al antigeno
antagonista anti-PCSK9 de la presente incluyen, sin caracter limitante, un inhibidor de la HMG-CoA-reductasa (es
decir, una estatina), fibratos (p. ej., clofibrato, gemfibrozilo, fenofibrato, ciprofibrato, bezafibrato), niacina y sus
andlogos, inhibidores de la absorcién de colesterol, captadores de acido biliar (p. ej., colestiramina, colestipol,
colesvelam), un inhibidor del transporte ileal de &cido biliar (IBAT), un mimético de la hormona de la tiroides (p. €j., el
compuesto KB2115), un inhibidor de la proteina de transferencia de triglicéridos microsomal (MTP), un agonista dual
alfay gamma del receptor activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR), un inhibidor de la acil-CoA:diacilglicerol-
aciltransferasa (DGAT), un inhibidor de la acil-CoA:colesterol-aciltransferasa (ACAT), un inhibidor Niemann Pick C1-
tipo 1 (NPC1-L1) (p. €j., ezetimiba), un agonista de las proteinas del casete de unién a ATP (ABC) G5 o G8, un inhibidor
de las proteinas de transferencia de ésteres de colesterol (CETP), un acido nucleico inhibidor que tenga PCSK9 como
diana y un &cido nucleico inhibidor que tenga apoB100 como diana.

Otros agentes reductores de lipidos que se pueden utilizar en los kits se describen y/o revisan en, p. ej., Chang et al.,
Curr Opin Drug Disco Devel (2002) 5(4):562-70; Sudhop et al., Drugs (2002) 62(16):2333-47; Bays y Stein, Expert
Opin Pharmacother (2003) 4(11):1901-38; Kastelein, Int J Clin Pract Supp!/ (2003) Mar(134):45-50; Tomoda y Omura,
Pharmacol Ther (2007) 115(3):375-89; Tenenbaum et al., Adv Cardiol (2008) 45:127-53; Tomkin, Diabetes Care (2008)
31(2):S241-S248; Lee et al., J Microbiol Biotechnol (2008) 18(11):1785-8; Oh et al., Arch Pharm Res (2009) 32(1): 43-
7; Birch et al., J Med Chem (2009) 52(6):1558-68; y Baxter y Webb, Nature Reviews Drug Discovery (2009) 8:308-
320.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o moléculas de unién al antigeno anti-PCSK9 de la invencion se
proporcionan en los kits con una estatina. Las estatinas ilustrativas incluyen, sin caracter limitante, atorvastatina,
cerivastatina, fluvastatina, lovastatina, mevastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina y simvastatina.

En algunas realizaciones, los anticuerpos o moléculas de uniéon al antigeno anti-PCSK9 de la invencion se

proporcionan en los kits con un agente farmacolégico que induce hipercolesterolemia o trigliceridemia. Por ejemplo, el
segundo agente farmacolégico puede ser un inhibidor de proteasas, por ejemplo, Saquinavir, Ritonavir, Indinavir,
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Nelfinavir, Amprenavir, Lopinavir, Atazanavir, Fosamprenavir, Tipranavir, Darunavir, abacavir-lamivudina-zidovudina
(Trizivir). En algunas realizaciones, el segundo agente farmacol6gico es Tacrolimus.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar, pero no limitar, la invencién reivindicada.

Ejemplo 1: Generacidn e identificacion del antagonista contra Pcsk9 NVPLFU720

Compendio

Se llevaron a cabo estudios para generar un antagonista que fuera un anticuerpo funcional contra Pcsk9. Se
identificaron multiples hibridomas que secretaban un anticuerpo capaz de unirse a una versién de la proteina marcada
con His. Se evaluaron los anticuerpos de los hibridomas para determinar su actividad antagonista funcional, que se
midié segln su capacidad para inhibir la degradacion del receptor de LDL mediada por Pcsk9 en células HepG2, que
da como resultado una mayor capacidad de estas células para captar colesterol LDL. Se identificé un anticuerpo
monoclonal anti-lgG1-kappa de Pcsk9 humana de murino funcional potente y se denomind NVP-LFU720 (LFU720).

Métodos
Antigeno y otras proteinas

Se gener6 una linea celular de expresion estable que secretaba la proteina Pcsk9 humana mediante la transfeccion
de células HEK293 Freestyle™ (Invitrogen, Carlsbad, Ca). En resumen, las células cultivadas en medio Freestyle™
(Invitrogen) mas un 10% de suero bovino fetal en modo adherente en frascos BioCoat (Becton Dickinson) se
transfectaron utilizando el reactivo de transfeccion Lipofectamina 2000™ y un plasmido recombinante que contenia la
secuencia sefal de la melitina, el ADNc maduro de Pcsk9 (aa 31-692) y una marca de his6 (SEQ ID NO:57) en el
extremo C-terminal de la secuencia (clonada por E.Hampton, GNF, NPL 010051). 48 horas después de la transfeccién,
se inici6 la seleccion de los transfectantes positivos afiadiendo 100 pug/mL de Zeocina en el medio de cultivo. Cuatro
semanas después, emergieron cuatro agrupaciones de células estables de células productoras de Pcsk9. La
agrupacion 4, que fue la mayor productora, se adapt6é a unas condiciones de suspensién exentas de suero en medio
Freestyle™ y se escalé posteriormente para una produccion a gran escala utilizando el biorreactor Wave™ en una
escala de 10-20 L de volumen de produccion.

Se produjeron varios lotes a lo largo del tiempo que proporcionaron la proteina recombinante producida con unas tasas
comprendidas entre 12 y 30 mg/L. Los sobrenadantes celulares se cultivaron y concentraron mediante filtracién de
flujo cruzado. El concentrado resultante se aplicé a una columna de superflujo de 25 mL NiNTA His-Bind (equilibrada
con Tris 50 mM/NaCl 300 mM/CaClz 1 mM /B-Mercaptoetanol 2 mM, pH 7.4) a 0.5 mL/min. Después de lavar la linea
de base con Tris 50 mM/NaCl 300 mM/Imidazol 20 mM, pH 7.4, el material unido se eluyé con Tris 50 mM/NaCl 300
mM/Imidazol 250 mM, pH 7.4. El eluato resultante se someti6 a didlisis frente a PBS, pH 7.3, se filtr6 de forma estéril
y se tomaron alicuotas de este. Se analiz6 una muestra mediante cromatografia analitica de exclusion por tamafnos
para determinar la oligomerizacién. El cromatograma de HPLC obtenido de la proteina purificada muestra dos picos,
representando el principal un 85%. El andlisis de HPLC-ESI MS de la proteina de longitud completa revela una masa
de 58176.0 Da, la cual concuerda con la masa esperada de melitina-hsPcsk9 aa31-692-His con todos los residuos de
cisteina oxidados. Parte de la muestra esta ademas N-glicosilada. La proteina contaminante de aproximadamente 13
kD de masa parece ser, muy probablemente, el prodominio libre de la proteina. Los homélogos correspondientes de
Pcsk9 procedentes de ratéon y mono cinomoélogo se produjeron con estrategias de expresion transitoria a gran escala
utilizando de nuevo células HEK293 Freestyle cultivadas en una suspension exenta de suero en medio Freestyle. Los
plasmidos recombinantes, ADNc de Pcsk9 de raton que contenia una secuencia lider natural y una marca de hisé
(SEQ ID NO:57) en el extremo C-terminal y Pcsk9 de cino que contenia una secuencia lider de CD33 y una marca de
hisé C-terminal (SEQ ID NO:57), se transfectaron en células Freestyle utilizando polietilenimina como portador de ADN
plasmidico con una relacion de 1:3 (ug/mL:ug/mL de ADN:PEI). Los lotes de produccién se realizaron a una escala de
10 litros en biorreactores Wave™; la purificacién y la caracterizacion de la proteina se llevaron a cabo de forma analoga
a los protocolos descritos anteriormente para la proteina Pcsk9 humana. Los rendimientos para la proteina Pcsk9 de
raton estuvieron comprendidos en el intervalo de 0.7 y 2.7 mg/L de cultivo, la Pcsk9 de cino se obtuvo con 3.1 mg/L.

Generacion de hibridomas
Inmunizacion de ratones y produccion de hibridomas

Se diluyd Pcsk9 purificada en un factor de 1:1 con adyuvante completo de Freund antes de inmunizar ratones
transgénicos Bcl-2 (cepa C57BL/6-Tgn (bcl-2) 22 wehi). Los ratones se inmunizaron utilizando un procedimiento que
requiere una inmunizacion repetitiva en multiples sitios (RIMMS, por sus siglas en inglés). En resumen, se inyectaron
1-3 ug de antigeno a los ratones en 8 sitios especificos proximos a los nodos linfaticos periféricos (PLN, por sus siglas
en inglés). Este procedimiento se repitié 6 veces durante un periodo de 12 dias. El Dia 12, se recogié una muestra de
sangre y se analiz6 la titulacion de anticuerpo en suero mediante ELISA. El Dia 15, se retiraron PLN agrupados
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procedentes de los ratones con una titulacion elevada. Para recolectar los linfocitos, los PLN se lavaron dos veces con
DMEM sin aditivos y a continuacién se disociaron haciéndolos pasar a través de un tamiz de .22 micras (Falcon
#352350). Los linfocitos resultantes se lavaron 2 veces adicionales antes de la fusién. Se mezclaron células de
mieloma NSO/Bcl-2 con los linfocitos con una relaciéon de 2.5 linfocitos por cada célula NSO. La mezcla de células se
centrifugd y posteriormente se afiadié 1 mL de PEG 1500 gota a gota al pellet de células durante 1 min. Después de
30 segundos, se afadié lentamente 1 mL de DMEM y, 1 min después, se anadieron 19 mL de DMEM durante 5 min.
Las células fusionadas se pelletizaron, se volvieron a suspender con una densidad de 2 x 10° células/mL en medio
HAT (DMEM + 20% de FBS, Pen/Strep/Glu, 1x NEAA, 1x HAT, 0.5x HFCS) y se sometieron a 37 °C durante 1 h. A
continuacion, las células se colocaron en placas de 384 pocillos en una cantidad de 60 pL / pocillo.

Cribado de hibridomas que secretan anticuerpos funcionales para Pcsk9

Diez dias después de la fusion, las placas de hibridomas se cribaron para determinar la presencia de anticuerpos
especificos para Pcsk9. Para el cribado de ELISA, se recubrieron placas de 384 pocillos Maxisorp (Nunc #464718)
con 50 pL de Pcsk9 (diluida hasta 15 ng/pocillo en PBS) y se incubaron durante toda la noche a 4 °C. La proteina
restante se aspird y los pocillos se bloquearon con BSA al 1% en PBS. Después de 30 min de incubacion a temperatura
ambiente, los pocillos se lavaron cuatro veces con PBS + 0.05% de Tween (PBST). Se transfirieron 15 pL de
sobrenadante de hibridoma a las placas de ELISA. Se diluyeron 15 uL de suero de ratén, tomados en el momento de
la retirada de PLN, en un factor de 1:1000 en PBS y se anadieron como un control positivo. Se afadieron 50 pL de
anticuerpo secundario (anti-lgG de ratén - HRP producido en cabra (Jackson Immuno Research #115-035-071), diluido
en un factor de 1:5000 en PBS) a todos los pocillos de las placas de ELISA. Tras una incubacién a temperatura
ambiente durante 1 h, las placas se lavaron ocho veces con PBST. Se afadieron 25 uL de TMB (KPL #50-76-05) v,
después de una incubacién de 30 min a temperatura ambiente, se realizé la lectura de las placas a una absorbancia
de 605 nm. Las células de los pocillos positivos se expandieron en placas de 24 pocillos en medio HT (DMEM + 20%
de FBS, Pen/Strep/Glu, 1x NEAA, 1x HT, 0.5x HFCS).

Purificacion del anticuerpo

El sobrenadante que contenia LFU720 se purificé utilizando proteina G (Upstate # 16-266 (Billerica, MA)). Antes de
introducir el sobrenadante, la resina se equilibré con 10 volimenes de columna de PBS. Tras la unién de la muestra,
la columna se lavé con 10 volimenes de columna de PBS y a continuacion el anticuerpo se eluyé con 5 volumenes
de columna de glicina 0.1 M, pH 2.0. Las fracciones de la columna se neutralizaron inmediatamente con 1/10.2 parte
de volumen de Tris HCI, pH 9.0. Se midi6 la DO280 de las fracciones, y las fracciones positivas se agruparon y
sometieron a dialisis durante toda la noche frente a PBS, pH 7.2.

Cinética de union y ensayo de Biacore

La determinacion de los parametros cinéticos de union se realizé mediante mediciones de resonancia de plasmones
superficiales utilizando el biosensor éptico Biacore S51. Esta tecnologia hace posible la determinacién sin marcadores
de las constantes de velocidad microscépica para la unién (ka) y la disociacion (kd) de un ligando a un receptor. Por
consiguiente, es especialmente adecuada para caracterizar las interacciones de anticuerpo-antigeno.

Se llevaron a cabo estudios de unién de Pcsk9 a LFU720 (2 pg/mL) capturando el anticuerpo de ratén con un
anticuerpo anti-Fcy de ratén producido en conejo (Biacore #BR-1005-14) que se habia inmovilizado previamente sobre
un chip sensor de la serie S CM-5 de Biacore (certificado) (Biacore #BR-1005-30). La union covalente del anticuerpo
de captura Fcy se llevo a cabo con el «kit de acoplamiento de aminas» (Biacore #BR-1000-50). El anticuerpo de
captura (anti-lgG de raton producido en conejo) se uni6 a la superficie de dextrano activada con EDC con una solucién
de 50 pg/mL de anticuerpo anti-Fcy en acetato de sodio 10 mM, pH 5 (Biacore #BR-1003-51) con una tasa de flujo de
10 pL/min. Se hicieron fluir una serie de concentraciones de Pcsk9 desde 0.5 uM hasta 7.8 nM (dilucién en serie de
factor 2) sobre el chip de LFU720 capturado en PBS mas NaCl 100 mM, 0.005% de P20 (Biacore #BR-1000-54). Los
sensogramas resultantes se analizaron utilizando el software de evaluacion Biacore S51. Los datos procedentes de
todas las concentraciones se ajustaron globalmente a un modelo de Langmuir 1:1.

Ensayo de TR-FRET

El ensayo de TR-FRET se llevé a cabo en placas poco profundas blancas de 384 pocillos (Perkin Elmer, 6008280).
Se incub6 hPcsk9-AF (10.7 nM) con diluciones en serie de la proteina hPcsk9 no marcada, el péptido EGF-A o el
anticuerpo NVP-LFU720-AX-1 durante 30 minutos a temperatura ambiente en 15 pL de tampé6n de ensayo (HEPES
20 mM, pH 7.2, NaCl 150 mM, CaCl2 1 mM, 0.1% v/v de Tween 20 y 0.1% p/v de BSA). A continuacion se anadieron
5 pL de hLDL-R-Eu (4 nM) en tampon de ensayo al complejo preincubado de hPcsk9 y NVP-LFU720-AX-1 y se
incubaron a temperatura ambiente durante 90 minutos. Las concentraciones finales de estas proteinas marcadas
fueron de 8 nM para hPcsk9-AF y 1 nM para hLDL-R-Eu. La sefial de TR-FRET se midi6 con un lector de multiples
marcas EnVision 2100 (Perkin Elmer) a una excitacion de 330 nm y una emision de 665 nm. Los datos se convirtieron
en valores normalizados utilizando la siguiente férmula: [(valor de 665 nm x 10 000)/(valor de 615 nm)]. El porcentaje
de inhibicién se calculd con la siguiente férmula: 100 - [(valor normalizado de muestra tratada/valor normalizado
promedio de muestras no tratadas) x 100]. Las curvas de dosis-respuesta para el porcentaje de inhibiciéon se
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representaron en una grafica utlizando Prism version 5 con la féormula Y = Minimo + (Maximo -
Minimo)/(1+10"((LogClso- X)*pendiente de Hill)) (software GraphPad Prism).

Ensayo de recambio de LDL-R

Se tripsinizaron células HepG2 y se sembraron con una densidad de 6 x 10* células por pocillo en 100 pL de medio
de cultivo en placas de 96 pocillos de fondo plano (Corning, 3595) que se habian recubierto previamente con colageno
al 1% v/v), a continuacion se incubaron a 37 °C en un 5% de CO: durante 24 horas. En general, las células se trataron
con 100 pL de medio exento de suero que contenia o bien la proteina hPcsk9, el péptido EGF-A y/o el anticuerpo
NVP-LFU720-AX-1. Después del tratamiento, el medio se descartd y las células se lavaron con 100 pyL de PBS. Para
recolectar las células, se anadieron 100 pL de Versine (Biowhittaker, 17-771E) y se incubaron durante una hora a 37
°C en un 5% de COz2, a continuacién se afadieron 100 pL de tampdn FACS. Las células se transfirieron a placas de
96 pocillos con fondo en forma de V (Corning, 3894) y se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos para obtener
pellets de las células. Para bloquear los sitios de union no especifica de las células, se anadieron 50 uL de IgG normal
de conejo con una concentracién de 100 ug/mL (MP biomedicals, 55944) e IgG de ratén (Sigma, 15381) en tampdn
FACS a cada pocillo y se incubaron durante 30 minutos en hielo. Las células se centrifugaron a 1200 rpm durante 5
min y se elimind el tampédn girando la placa. Para marcar las células, se afiadieron 10 pL de anticuerpo marcado de
IgG de conejo anti-hLDL-R-Alexa 647 (5 ug/mL) y 10 pL de anticuerpo marcado de IgG de raton anti-transferrina-R-
ficoeritrina (PE) (2 pg/mL) (CD71, Becton Dickinson Biosciences, 624048) en tamp6n FACS a cada pocillo y se
incubaron durante 60 minutos en hielo. Las células se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min y se eliminé el tampoén
girando la placa. Los anticuerpos no unidos se eliminaron lavando las células dos veces con 200 uL por pocillo de
tampon FACS. Las células se fijaron en paraformaldehido al 1% en PBS, y las células viables se agruparon (5000) y
analizaron utilizando un citémetro de flujo BD LSR Il y el software FACSDIVA (Becton Dickinson). El valor mediano de
fluorescencia de PE se midi6 a una excitacion de 488 nm y una emision de 575 nm. El valor mediano de fluorescencia
de Alexa 647 se midi6 a una excitacion de 488 nm y una emisién de 633 nm. Un anticuerpo anti-hLDL-R 1gG 583
policlonal de conejo hecho a medida fue producido a medida por Covance (Denver, PA, EE. UU.) para la deteccién
por FACS de hLDL-R superficial en células HepG2. El anticuerpo anti-hLDL-R IgG 583 de conejo exhibié una ventana
con un factor de aproximadamente 7 para la deteccién de hLDL-R sobre la superficie de células HepG2 en
comparacién con IgG normal de conejo. Para determinar la especificidad del anticuerpo anti-hLDL-R IgG 583 por LDL-
R sobre la superficie de células HepG2, se llevd a cabo un experimento utilizando la proteina hLDL-R como un
competidor para la union de esta IgG. Se observé una reduccién dependiente de la dosis en la fluorescencia del medio
promedio para el anticuerpo anti-hLDL-R 1gG 583 frente a las células HepG2 con concentraciones cada vez mayores
de la proteina hLDL-R. Esto demostr6 que el anticuerpo anti-hLDL-R IgG 583 reconoce especificamente a LDL-R
sobre la superficie de células HepG2, segun se midié por FACS. Trabajos futuros utilizaron el anticuerpo de 1gG anti-
hLDL-R-583-Alexa 647 marcado directamente para la cuantificacién por FACS de LDL-R sobre la superficie de células
HepG2.

Captacion de LDL-C

Se tripsinizaron células HepG2 y se sembraron con una densidad de 6 x 10* células por pocillo en 100 pL de medio
de cultivo en placas de 96 pocillos de fondo plano (Corning, 3595, que se habian recubierto previamente con colageno
al 1% v/v), a continuacién se incubaron a 37 °C en un 5% de CO2 durante 24 horas. A menos que se especifique lo
contrario, las células se trataron con 100 pL de medio exento de suero que contenia o bien la proteina hPcsk9, el
péptido EGF-A y/o el anticuerpo NVP-LFU720-AX-1. Después del tratamiento, cada pocillo recibi6 20 uL de
lipoproteina de baja densidad marcada con 3,3'-dioctadecilindocarbocianina (Dil-LDL) (Intracell, RP-077-175) de
concentracién 30 pg/mL en medio exento de suero y se incubd a 37 °C en un 5% de COz2 durante 2 horas. El medio
se eliminé girando las placas y las células se lavaron con 100 pL de soluciéon salina tamponada con fosfato (PBS sin
calcio o magnesio, Invitrogen, 14190-144). El PBS se retir6 girando las placas y se anadieron 100 pL de tripsina al
0.25% en EDTA a cada pocillo y se incubaron durante 5 minutos a 37 °C en un 5% de CO2. Se anadieron 100 pL de
tampon FACS (PBS que contenia un 5% de FBS, EDTA 2 mMy un 0.2% de azida sédica) a cada pocillo y se formaron
pellets de las células mediante centrifugacion a 1200 rpm durante 5 minutos. El medio se descart6 girando la placa y
las células se fijaron mediante la adicién de 50 pL de paraformaldehido al 1% (Electron Microscopy Sciences, 15710)
en PBS por pocillo. Las células viables se agruparon y analizaron utilizando un citometro de flujo BD LSR Il y el
software FACSDIVA (Becton Dickinson). El valor mediano de la fluorescencia de Dil-LDL se midi6 a una excitacion de
488 nm y una emision de 575 nm, y se analizaron 5000 células. Las graficas de barras se generaron utilizando
Microsoft Excel 2002 (Microsoft Corporation). El porcentaje de activacion se calculd como se indica a continuacién: %
de activacion = [1 - (X = A)] x 100, donde X = lectura de fluorescencia del medio procedente del pocillo de la muestra
y A = lectura de fluorescencia del medio procedente del pocillo con el tratamiento de hPcsk9 Unicamente.

El porcentaje de activacion se represent6 en una grafica frente al tratamiento para determinar los valores de CEso a

partir de curvas de dosis-respuesta generadas utilizando la ecuacién Y = Minimo + (Maximo-Minimo)/(1+10"((LogCEso-
X) x pendiente de Hill)) y GraphPad Prism 5 (software de GraphPad).
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Resultados
Generacion de un anticuerpo monoclonal anti-Pcsk9 humana

Se recolectaron linfocitos B a partir de los nodos linfaticos primarios de animales inmunizados con la proteina Pcsk9.
Se generod el hibridoma utilizando una fusion mediada por PEG estandar. La fusion resultante se evalu6 mediante
ELISAy los candidatos positivos de unién a Pcsk9 humana se identificaron y expandieron para generar sobrenadantes.
Se identificaron multiples clones positivos por ELISA que se sometieron a triaje posteriormente mediante ensayos
funcionales. El clon que se identific6 como candidato principal es LFU720. Ademéas de nuestro candidato principal,
LFU720, se identificaron otros mdltiples clones que no consiguieron bloquear la interaccion de Pcsk9 y LDLr (que se
evalué mediante FRET) pero que, cuando se unieron a Pcsk9, fueron capaces de bloquear la capacidad de Pcsk9 de
mediar la degradacién de LDLr (que se evalué mediante la captacion de LDLc), incluidos los clones 21D6, 5A4-C1 y
13F1. El clon 21D6 también mostré capacidad de bloquear la degradacion de LDLr por parte de Pcsk9 in vivo.

Cribado de LFU720 para determinar la union especifica a Pcsk9

Se examiné la especificidad de LFU720 evaluando la unién en ELISA a una serie de proteinas diferentes. La unién de
LFU720 a tres proteinas diferentes marcadas con HIS se comparé con la unién a Pcsk9-HIS. Esto demostr6 que la
unién a Pcsk9 es especifica y que el anticuerpo no se unia a la marca de HIS.

Evaluacion de LFU720 para la union a Pcsk9 de cinomoélogo

Se determind la unién de LFU720 al homologo de cinomélogo de Pcsk9. Para este ensayo, se utilizaron los
sobrenadantes procedentes de células que expresaban Pcsk9 marcada con HIS de cinomdlogo junto con una placa
de captura de Ni, con lo que se evitd la necesidad de purificar el material. La Psk9 humana se diluyé y también se
capturé mediante su marca de HIS. LFU720 fue capaz de unirse a Pcsk9 tanto humana como de cinomdlogo. 5P20
tampoco se uni6 a LDL-R humano ni Pcsk9 de ratén en ELISA.

Cinética de union de LFU720

El anticuerpo LFU720 de raton, que reconoce la proteina Pcsk9 humana, se analizé para determinar su afinidad de
unién utilizando una técnica de biosensor éptico (Biacore). Se observ6 que LFU720 se une con una afinidad elevada
a Pcsk9 humana recombinante con una afinidad subnanomolar (KD =200 pM).

Cribado de LFU720 para bloquear la interaccion Pcsk9/LDL-R

Se utilizé un ensayo TR-FRET para determinar si el anticuerpo anti-hPcsk9 NVP-LFU720 podria alterar la interaccion
entre las proteinas marcadas hPcsk9-AF y hLDL-R-Eu. Se evalué la proteina hPcsk9 no marcada o el péptido EGF-A
para demostrar que el ensayo podria detectar la alteracion de la sefial TR-FRET generada por la interaccion de las
proteinas marcadas hLDL-R-Eu y hPcsk9-AF. Unas concentraciones cada vez mayores de hPcsk9 no marcada
compitieron con hPcsk9-AF por la unién a hLDL-R-Eu, lo cual dio como resultado una reduccion de la sefial TR-FRET.
El péptido EGF-A alter6 la interaccion entre hLDL-R-Eu y hPcsk9-AF con una Clso de 2.5 pM. Por el contrario, NVP-
LFU720 alter6 poco la sefial TR-FRET entre hPcsk9-Eu y hLDL-R-AF con una Clso superior a 1000 nM, y exhibi6 una
respuesta en forma de U para concentraciones bajas del anticuerpo.

Cribado de LFU720 para inhibir la degradacion de LDL-R mediada por Pcsk9

Se ha demostrado que la unién de Pcsk9 a LDL-R conduce a la degradacion de LDL-R y esto se confirmé utilizando
células HepG2 y Pcsk9 humana recombinante. Se determiné la capacidad de LFU720 para unirse a Pcsk9 y bloquear
su efecto. NVP-LFU720 inhibi6 células HepG2 tratadas con hPcsk9 exdgena y condujo a un incremento de LDL-R en
la superficie de las células.

Cribado de LFU720 para inhibir Pcsk9 y restablecer la captacion de LDL

La inhibicién de la degradacién de LDL-R por parte de Pcsk9 deberia restablecer la capacidad de las células HepG2
para interiorizar LDL-C. NVP-LFU720 evité la degradacion de LDL-R mediada por Pcsk9 en células HepG2 tratadas
con hPcsk9 exdgena y condujo a un incremento de la captacion de Dil-LDL con una CEso de 99 nM.

Ejemplo 2: Creacion de los anticuerpos antagonistas de PCSK9 NVP-LGT209, NVP-LGT210 y NVP-LGT211

Introduccion

Este ejemplo describe la generaciéon de los anticuerpos humanos NVP-LGT209, NVP-LGT210 y NVP LGT211
mediante la modificacion genética del anticuerpo antagonista de PCSK9 monoclonal de murino NVP-LFU720 para que
presente una mayor homologia secuencial respecto a un anticuerpo de la linea germinal humana.. NVP-LGT209, NVP-
LGT210 y NVP LGT211 conservan la especificidad del epitopo, afinidad y reactividad cruzada con PCSK9 de macaco
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cinomélogo del anticuerpo de murino progenitor, NVP-LFU720. NVP-LGT209, NVP-LGT210 y NVP LGT211 presentan
una homologia mucho mayor respecto a la secuencia de la linea germinal humana que el anticuerpo de murino original
y, por consiguiente, deberian ser mejor tolerados por el sistema inmunitario humano.

El anticuerpo monoclonal de ratén LFU720 se sometié a Humaneered™ para conseguir que su secuencia proteica
fuera mas similar a una secuencia de la linea germinal humana y se redujera su inmunogenicidad. Se puede acceder
a la tecnologia Humaneering™ mediante KaloBios de San Francisco del sur (en la pagina de Internet kalobios.com).
Humaneering™ para anticuerpos genera anticuerpos humanos modificados genéticamente con secuencias de la
region V que presentan una homologia elevada respecto a una secuencia de la linea germinal humana a la vez que
conservan la especificidad y afinidad del anticuerpo progenitor o de referencia (Publ. de Patente de EE. UU.
2005/0255552 y 2006/0134098). El proceso identifica en primer lugar los determinantes minimos de la especificidad
de union al antigeno (BSD) en las regiones variables de la cadena ligera y pesada de un Fab de referencia
(habitualmente secuencias dentro de la CDR3 de la cadena pesada y la CDR3 de la cadena ligera). Debido a que
estos BSD de la cadena ligera y pesada se mantienen en todas las colecciones construidas durante el proceso
Humaneering™, cada coleccion se centra en el epitopo y los anticuerpos completamente sometidos a Humaneered™
finales conservan la especificidad del epitopo del anticuerpo de ratén original.

A continuacion, se generan colecciones de cadenas completas (en las que una region variable entera de la cadena
ligera o pesada se reemplaza con una coleccién de secuencias humanas) y/o colecciones de casetes (en las que una
porcién de la region variable de la cadena ligera o pesada del Fab de ratén se reemplaza con una coleccién de
secuencias humanas). Se utiliza un sistema de secrecidn bacteriana para expresar los miembros de la coleccion como
fragmentos Fab de anticuerpos y la coleccion se criba para determinar los Fab que se unen al antigeno utilizando un
ensayo de union de transferencia de colonias (CLBA, por sus siglas en inglés). Los clones positivos se caracterizan
adicionalmente para identificar aquellos que presenten la afinidad mas elevada. Los casetes humanos identificados
que soportan la unién en el contexto de secuencias de murino residuales se combinan a continuacién en un cribado
final de la coleccién para generar regiones V completamente humanas.

Los Fab Humaneered™ resultantes tienen secuencias de segmento V derivadas de colecciones humanas, conservan
las secuencias cortas de BSD identificadas dentro de la regiones CDRS3 y tienen regiones de marco 4 de la linea
germinal humana. Estos Fab se convierten en IgG completas clonando las regiones variables de las cadenas ligera y
pesada en vectores de expresion de IgG. Los anticuerpos completamente sometidos a Humaneered™ generados en
este proceso conservan la especificidad de unién del anticuerpo de murino progenitor, habitualmente presentan una
afinidad equivalente o superior por el antigeno en comparacién con el anticuerpo progenitor, y tienen regiones V con
un elevado grado de identidad secuencial en comparacién con los genes de los anticuerpos de la linea germinal
humana a nivel proteico.

Meétodos

Clonacién de las regiones V de murino

El ADN de la regién V de NVP-LFU720 monoclonal de murino se amplificé mediante RT-PCR a partir del ARN aislado
de la linea de células de hibridoma utilizando métodos estandar. Los cebadores utilizados con éxito para la
amplificacion por PCR de la regién variable de la cadena pesada del ADNc de hibridoma fueron Vu14 (5'-
CTTCCTGATGGCAGTGGTT-3'; SEQ ID NO:58) (Chardes T et al. 1999, FEBS Letters; 452(3):386-94) y HCconstante
(5'-GCGTCTAGAAYCTCCACACACAGGRRCCAGTGGATAGAC-3'; SEQ ID NO:59). Los cebadores utilizados con
éxito para la amplificacién por PCR de la regién variable de la cadena ligera (kappa) del ADNc de hibridoma fueron
Vk4/5 (5-TCAGCTTCYTGCTAATCAGTG-3'; SEQ ID NO:60) (Chardes T et al., 1999, supra) y LCconstante (5'-
GCGTCTAGAACTGGATGGTGGGAAGATGG-3'; SEQ ID NO:61). Las regiones variables de la cadena ligera y pesada
amplificadas se secuenciaron. A continuacion, se utiliz6 PCR para amplificar los genes V y para incorporar los sitios
de enzimas de restriccion para la clonacion en vectores KaloBios: Vh en KB1292-His (version modificada de KB1292
que codifica un conector flexible C-terminal y una marca de 6-His (SEQ ID NO:57) con la secuencia de aminoacidos
AAGASHHHHHH (SEQ ID NO:62) en CH1) en Ncol (5') y Nhel (3); Vk en KB1296 en Ncol (5') y BsiWI (3'). A
continuacion, estos vectores de la cadena ligera y pesada separados se combinaron en un Unico vector de expresién
Fab KaloBios dicistronico mediante una digestion de restriccion con BssHIl y Clal y ligacién. Los fragmentos Fab fe
expresaron en E. coli a partir de este vector. Este Fab se evalué para determinar su unién al antigeno PCSK9 y se
hace referencia a él como Fab SR032 de referencia.

Purificacién de Fab

Los fragmentos Fab se expresaron mediante secrecion a partir de E. coli utilizando vectores de expresién KaloBios.
Las células se cultivaron en medio 2xYT hasta obtener una DO600 de ~0.6. La expresion se indujo afiadiendo IPTG
hasta 100 uM y agitando durante 4 horas a 33 °C. Se obtuvo el Fab acoplado a partir de fracciones periplasmaticas
mediante lisis osmética y purificacién por cromatografia de afinidad utilizando columnas de Ni-NTA (columnas HisTrap
HP; n.° de catalogo de GE Healthcare 17-5247-01) de acuerdo con métodos estandar. Los Fab se eluyeron en tampon
que contenia imidazol 500 mM y se sometieron a dialisis exhaustiva frente a PBS de pH 7.4 sin calcio ni magnesio.
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Construccion de las colecciones

Para el primer paso en la construccién de las colecciones, se generaron colecciones de regiones V humanas completas
centradas en el epitopo mediante amplificacion por PCR de secuencias de colecciones de segmentos V humanos de
KaloBios. Al preparar estas colecciones de cadena completa, las regiones Unicas de CDR3-FR4 que contenian el BSD
y secuencias de segmentos J de la linea germinal humana procedentes del Fab SR038 de referencia optimizado se
unieron a las colecciones de segmentos V humanos utilizando PCR de solapamiento. Estas colecciones de regiones
V completas no se cribaron directamente; en su lugar, se utilizaron como modelos para la construccion de las
colecciones centrales de Vh y Vk. Se eligieron colecciones de segmentos V humanos de KaloBios utilizadas para la
construccion de las colecciones de cadenas completas basandose en la secuencia de la linea germinal humana mas
parecida a las Vh y Vk de murino originales en las regiones de CDR. La Vh de NVP-LFU720 de murino original es la
mas parecida a la secuencia de la linea germinal humana de Vh1-02 en sus CDR, por lo tanto, se utilizé una mezcla
de las dos colecciones de KaloBios que contiene los miembros del subgrupo Vh1 (KB1410 y KB1411) a la hora de
preparar la coleccion de Vh completa. Del mismo modo, debido a que Vk de NVP-LFU720 es la mas parecida a la
secuencia de la linea germinal humana de Vk3 L6 en sus CDR, se utilizd6 una mezcla de las dos colecciones de
segmentos V humanos de KaloBios que contienen los miembros del subgrupo Vk3 (KB1423 y KB1424) a la hora de
preparar la coleccion de Vk completa. Estas colecciones de Vh y Vk de longitud completa se utilizaron a continuacién
como modelos para la construccion de colecciones de casetes, en las que se reemplaza Unicamente parte del
segmento V de murino progenitor por una coleccion de secuencias humanas. Se construyeron dos tipos de casetes
mediante PCR de puente: los casetes de extremo frontal que contenian secuencias humanas en FR1, CDR1 y la
primera parte de FR2 se amplificaron a partir de la mezcla de colecciones de Vh1 (KB1410 y KB1411) o la mezcla de
colecciones de Vk3 (KB1423 y KB1424) que se han descrito anteriormente como modelo. Los casetes centrales que
contenian secuencias humanas en la ultima parte de FR2, CDR2 y FR3 se amplificaron utilizando las colecciones de
regiones Vh o Vk humanas completas que se han descrito anteriormente como modelos. Los casetes Vh presentaban
secuencias comunes solapadas en FR2 en las posiciones aminoacidicas 45-49 (numeracion de Kabat); los casetes
Vk presentaban secuencias comunes solapadas en FR2 en los residuos aminoacidicos 35-39 (numeracion de Kabat).
De este modo, se construyeron colecciones de casetes humanos centrales y de extremo frontal mediante PCR para
los isotipos V-h 1y V-kappa 3 . Cada coleccion de casetes Vh se clon6 en el vector KB1292-His en Ncol (5') y Kpnl
(3"); cada coleccion de casetes Vk se clond en el vector KB1296-B (versién modificada del vector KB1296 de KaloBios
al cual se le ha afnadido un sitio Hindlll silenciado en FR4) en Ncol (5') y Hindlll (3'). A continuacién, las colecciones
de plasmidos Vh o Vk resultantes se combinaron con la cadena complementaria del Fab SR038 de referencia
optimizado (p. €j., la colecciéon de extremos frontales de Vh se combiné con el vector Vk de referencia optimizado)
mediante digestion con BssHIl'y Clal y ligacion posterior para crear colecciones de vectores dicistronicos que expresan
Fab completos.

ELISA general

Se utiliz6 el antigeno PCSK9-His6 de macaco cinomdélogo o humano recombinante para todos los ensayos de ELISA.
Habitualmente, el antigeno PCSK9-His6 diluido en PBS de pH 7.4 se uni6 a una placa de microtitulacién de 96 pocillos
con una concentracion de 300 ng/pocillo mediante una incubacion a 4 °C durante toda la noche. La placa se bloque6
con una solucién al 3% de BSA en PBS durante una hora a 37 °C y a continuacion se lavd una vez con PBST. A
continuacion, se anadi6 a cada pocillo medio de células inducidas que contenia Fab, o Fab purificado diluido (50 pL).
Después de una incubacion de una hora a 37 °C, la placa se lavé tres veces con PBST. Se afiadi6é conjugado de anti-
cadena kappa humana y HRP (Sigma #A7164) diluido con un factor de 1:5000 en PBS (50 uL) a cada pocillo y la placa
se incub6 durante 45 min a temperatura ambiente. La placa se lavo tres veces con PBST, a continuacion se afiadieron
100 pL del sustrato SureBlue TMB (KPL #52-00-03) a cada pocillo y la placa se incub6 durante ~10 min a temperatura
ambiente. Se realiz6 una lectura de la placa a 650 nm en un espectrofotémetro.

Para los ELISA de especificidad en IgG de raton y humanas purificadas, se recubri6é una placa de 384 pocillos con un
panel de antigenos de raton o humanos purificados con una concentracion de 88 ng por pocillo y se incub6 durante
toda la noche a 4 °C. La placa se bloqued y lavo segun se ha descrito anteriormente, a continuacién se afadieron 22
pL de anticuerpo anti-PCSK9 humano o de ratén purificado diluido hasta 2 ug/mL en PBS a cada pocillo. La placa se
incubé durante 1 h a 37 °C y a continuacion se lavé con PBST. El anticuerpo anti-Fc de raton (Jackson
ImmunoResearch Labs #115-035-071) o anticuerpo anti-kappa humana (Sigma #A7164) conjugado con HRP se diluyé
con un factor de 1:5000 en PBS (25 uL) y se afadi6é a cada pocillo. La placa se incub6 durante 1 h a temperatura
ambiente y a continuacién se lavé y desarrollé segun se ha descrito anteriormente.
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Ensayo de unién de transferencia de colonias (CLBA)

Se llevé a cabo un cribado de las colecciones Humaneered™ de fragmentos Fab esencialmente segin se describe
en (las Publ. de Patente de EE. UU. 2005/0255552 y 2006/0134098) utilizando filtros de nitrocelulosa recubiertos con
PCSK9-His6 de concentracién 6 pug/mL. Los Fab unidos al filtro recubierto con antigeno se detectaron utilizando un
anticuerpo anti-cadena ligera kappa humana conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma #A3813) diluido con un factor
de 1:5000 en PBST, y las inmunotransferencias se desarrollaron con un sustrato quimioluminiscente DuoLux para
fosfatasa alcalina (Vector Laboratories #SK-6605).

Generacion de PCSK9 recombinante biotinilada y medidas de afinidad

Se gener6 PCSK9 con marcas C-terminales de Avi (para la biotinilacién dirigida al sitio) e His6 (SEQ ID NO:57)
(PCSK9-Avi-His6) insertando un sitio de restriccion EcoRI entre el gen que codifica PCSK9 y la marca de His6 (SEQ
ID NO:57) en el plasmido pRS5a/PCSK9; expresa los aminoacidos 31-692 de PCSK9 de acceso a Uniprot Q8NBP7
con una marca de His6é C-terminal (SEQ ID NO:57)). Los oligonucleétidos que codificaban la marca de Avi (secuencia
de aminoéacidos: GGGLNDIFEAQKIEWHE; SEQ ID NO:63) y flanqueados con protuberancias EcoRI se fosforilaron
con polinucleétido-cinasa T4 (Invitrogen), se hibridaron y posteriormente se ligaron en pRS5a/PCSK9 utilizando el sitio
EcoRl recién insertado. Los clones que contenian la marca de Avi se verificaron mediante analisis de secuencia. La
expresion de PCSK9-Avi-His6 se llevé a cabo en el sistema de expresién 293 Freestyle (Invitrogen) y la proteina
recombinante secretada se purifico utilizando una resina de Ni-NTA (QIAGEN). Tras la purificacion, la proteina PCSK9-
Avi-His6 se sometid a didlisis frente a Tris 10 mM de pH 8.0, NaCl 50 mM. La proteina se biotinilé in vitro con biotina-
proteina-ligasa (Avidity) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Después de completarse, la reaccién se sometio
a didlisis frente a PBS de pH 7.2 y la biotinilacion se verific6 mediante transferencia de Western, utilizando como sonda
estreptavidina conjugada con HRP.

Las cinéticas de union de las IgG y los fragmentos Fab se analizaron utilizando un ensayo de titulacién de equilibrio
en solucién («SET», por sus siglas en inglés). En resumen, se afiadieron diluciones en serie de hPCSK9 a IgG o Fab
60 pM y se incubaron durante toda la noche. Se recubrié una placa de microtitulacién Bind estandar de 96 pocillos
(Meso Scale Discovery) con 1 ug/ml de hPCSK9 y se incubé durante toda la noche, se lavé con PBS/0.05% (p/v) de
Tween 20, se bloqued con PBS/5% (p/v) de BSA y se lavo de nuevo. El preparado de anticuerpo-antigeno se afadié
a la placa Bind estandar recubierta con PCSK9 y se incub6 durante 30 min a temperatura ambiente. Después de tres
pasos de lavado adicionales, se afiadio el anticuerpo de deteccion anti-lgG humana producido en cabra marcado con
Sulfo-Tag (R32AJ-5, Meso Scale Discovery) y se incub6 durante una hora a temperatura ambiente. Después de lavar
la placa tres veces, se afadié tampon de lectura (Meso Scale Discovery) y se midieron las sefales de
electroquimioluminiscencia (ECL) con un generador de imagenes Sector 6000 (Meso Scale Discovery). Los datos de
ECL se procesaron con excel add-in XLfit 4.3.2 (ID Business Solutions) utilizando el modelo de ajuste aplicable para
anticuerpos descrito en Piehler et al., (1997) J Immunol Methods 201:189-206. Se observd una unién de afinidad
elevada entre PCSK9 humana y los anticuerpos LGT209, LGT210 y LGT211 en solucion, con valores de KD de 150-
190 pM calculados para cada uno.

Produccién y purificacion de los anticuerpos

Se produjeron los anticuerpos NVP-LGT209, NVP-LGT210 y NVP-LGT211 completamente sometidos a
Humaneered™ (IgG1 kappa silenciada) mediante la cotransfeccion de los vectores segun se indica a continuacién en
células 293 Freestyle utilizando el reactivo de transfeccion 293fectin (Invitrogen #51-0031) de acuerdo con el protocolo
del fabricante.

LGT-209 - pJG04 (Vh) +pJG10 (Vk)

LGT-210 - pJG04 (Vh) + pJGO1 (Vk)

LGT-211 - pSR74 (Vh) + pJG10 (Vk)

El anticuerpo se purific6 a partir de los sobrenadantes de las células 293 Freestyle utilizando una columna HP de
proteina A HiTrap de 5 mL (GE Healthcare #17-0403-03). El anticuerpo se eluyd utilizando tampén de elucion de IgG
(Pierce #21004) y se intercambi6 el tampoén por PBS mediante didlisis. Se llevé a cabo una cromatografia de afinidad

de proteina A en un sistema de cromatografia liquida AKTAFPLC (GE Healthcare).

Ensayo de competicidén por el epitopo

Se evalué la competicién entre el anticuerpo de ratén original NVP-LFU720 y su derivado Humaneered™ NVP-LGT209
por la unién al epitopo en PCSK9 utilizando el sistema Octet QK de ForteBio y biosensores de unién elevada de
estreptavidina recubiertos con PCSK9-Avi-His6 biotinilada. A continuacién, se unieron tres anticuerpos diferentes para
separar los sensores recubiertos de PCSK9 hasta la saturaciéon: LFU720 de ratén, LGT209 completamente humano o
el anticuerpo de raton de control 7D16 (del que existe constancia que contiene un epitopo diferente al de LFU720). A
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continuacion, todos los sensores se sumergieron en pocillos que contenian el anticuerpo de ratén LFU720 para
determinar si el primer anticuerpo podria bloquear la unién de LFU720.

Resultados

Secuencias de aminodcidos de regiones V de referencia y de murino

Se secuenciaron productos de RT-PCR procedentes de células de hibridoma que expresan NVP-LFU720 y esta
secuencia se verifico en gran medida (un 95% o mas) a nivel proteico utilizando un espectrometro de masas
ThermoElectron LTQ-Orbitrap. A continuacion, las regiones variables de la cadena ligera y pesada de LFU720 se
clonaron en vectores de KaloBios con el fin de crear el Fab SR032 de referencia. El primer aminoacido en Vk de NVP-
LFU720 se tuvo que cambiar de una glutamina (Q) a un acido glutamico (E) para hacer posible su clonacién en
vectores de KaloBios para la generacion del Fab SR032 de referencia; por consiguiente, Vk de SR032 tiene acido
glutédmico en la primera posicion de Vk. El Fab SR032 tiene regiones V de murino intactas de NVP-LFU720 fusionadas
con regiones constantes humanas y se purifico a partir de E. coli. En una prueba ELISA de dilucién de unién al antigeno
PCSK9-His6, el Fab de referencia SR032 clonado produjo curvas de unién que eran dependientes de la concentracion
de Fab. Ademas del Fab de referencia (SR032), se construyd un Fab de referencia optimizado, SR038. Varios residuos
aminoacidicos de marco en SR032 se cambiaron por linea germinal humana en SR038.

Andlisis de afinidad de Fab de referencia y de referencia optimizado

Los residuos de la linea germinal humana incorporados en el Fab de referencia optimizado SR038 en FR1 y FR3 son
los especificados por los cebadores de PCR utilizados para amplificar el repertorio de segmentos V humanos y, por lo
tanto, estan presentes en todos los miembros de las colecciones de regiones V de Humaneered™. El Fab de referencia
optimizado se construye para evaluar si cualquiera de los cambios en la linea germinal humana alteran o no las
propiedades de union del Fab. Mediante ELISA de dilucién utilizando Fab purificados, se determiné que las afinidades
de SR032 y SR038 por el antigeno PCSK9 recombinante eran idénticas, lo cual indica que los cambios de aminoacidos
en SR038 son tolerados.

Construccién de las colecciones y seleccién de los Fab completamente sometidos a Humaneered™

Se generaron colecciones de casetes centrales y de extremos frontales de la cadena ligera y pesada restringidas por
el subgrupo a Vh1 o VK3 y se cribaron mediante CLBA. Para Vh, se identificaron casetes de extremos frontales que
soportaron la uniéon al antigeno PCSK9 mediante un ensayo de unién de transferencia de colonias, pero no se
identificaron casetes centrales para Vh. Para Vk, se identificaron tanto casetes centrales como de extremos frontales
mediante transferencia de colonias y, ademas, se identificaron algunos clones de Vk completos (debido a la
contaminacion de la coleccién de extremos frontales de Vk con clones de Vk de cadena completa). Muchos de los
candidatos de unién de cada coleccién reconfirmados en un ensayo ELISA en sobrenadantes de células que contienen
Fab, y varios Fab procedentes de cada coleccion se purificaron a partir de fracciones periplasmicas y se ordenaron
segun su categoria por afinidad utilizando un analisis Forte.

Debido a que no se identificaron casetes centrales para Vh que soportaran la union a PCSK9, se construyeron dos
colecciones mutagénicas que codificaban o bien el residuo de murino progenitor o el residuo méas parecido de la linea
germinal humana en todas las posiciones dentro de CDR2 o FR3 de la cadena pesada. De este modo, se construyo
una coleccion de casetes centrales humanos modificados genéticamente, se cribd y se identificaron los clones de
unién al antigeno. A continuacién, los cambios en la linea germinal humana en el centro de Vh que soportaban la
unién en el contexto de clones individuales se combinaron para crear un casete central final, y se confirmé que la
afinidad de un Fab que contenia este casete en el contexto del Fab de referencia optimizado se unia, asi como también
el Fab de referencia optimizado mediante andlisis Forte.

A partir de las colecciones creadas, se identificaron con éxito casetes humanos centrales y de extremos frontales que
soportaban la unién al antigeno PCSK9 tanto para la cadena ligera como la pesada mediante CLBA. Estos candidatos
de unién se confirmaron, todos ellos, mediante ELISA, a continuacién se purificaron los Fab y se ordenaron segun su
categoria utilizando el sistema Octet de ForteBio. Los casetes de alta categoria para las cadenas ligera y pesada se
combinaron en una coleccion final mediante PCR de puente y los Fab completamente sometidos a Humaneered™
que soportaban la unién a PCSK9 se seleccionaron a partir de esta coleccion mediante CLBA. En paralelo a todo esto,
se combinaron conjuntamente todos los casetes o cadenas de mayor categoria (el mejor extremo frontal de Vh, el
centro de Vh modificado genéticamente y la mejor cadena ligera completa) para crear un unico Fab SR066, del cual
se prevé que soporte una unién de alta afinidad.

Las secuencias de la regiones variables de la cadena ligera y pesada para el mAb de ratén progenitor NVP-LFU720 y
los Ab Humaneered™ NVP-LGT209, NVP-LGT210 y NVP-LGT211 se muestran en las Figuras 1-4, respectivamente.

Evaluacién de la afinidad de los Fab completamente sometidos a Humaneered™ por el antigeno PCSK9 utilizando el
andlisis Octet de ForteBio
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El Fab sometido a Humaneered™ SR066 y tres Fab extraidos de la coleccién combinatoria final (#1-2, #3-2 y #4-2)
se expresaron y purificaron. A continuaciéon, se compararon las cinéticas de uniéon de estos cuatro Fab humanos
respecto a la cinética del Fab de referencia optimizado SR038 utilizando el sistema Octet de ForteBio (datos numéricos
resumidos en la Tabla 1).

Tabla 1

Afinidad de Fab completamente sometidos a Humaneered™ por PCSK9
_Fab Ka Kd Kb
SR038 1.39E3 5.12E-4 3.69E-7
SR066 3.25E3 1.08E-3 3.33E-7
#1-2 6.91E3 2.16E-3 3.13E-7
#3-2 5.92E3 1.46E-3 2.47E-7
#4-0 . . .

*** No se detectd suficiente unidn del Fab #4-2 para generar datos cinéticos fiables.

La determinacion de la concentracion proteica para estos Fab fue dificil; en este sentido, los datos de la velocidad de
disociacion (kd) son mucho mas fiables que los datos de la velocidad de asociacién (ka) y KD (Unicamente las
velocidades de disociacién son independientes de la concentracion). Al parecer los cuatro Fab Humaneered™
evaluados presentaron unas velocidades de disociacién que eran de 3 a 4 veces «peores» (es decir, mas rapidas) que
las del Fab de referencia optimizado. Esta disminucién de la afinidad fue provocada probablemente por los extremos
frontales de la cadena pesada de estos clones, ya que al parecer todos los candidatos de unidén Fab seleccionados a
partir de la coleccién de casetes de extremos frontales de la cadena pesada original presentaban unas velocidades
de disociacién «peores» que las del Fab de referencia optimizado (no se muestran los datos). Ya que el extremo frontal
de la cadena pesada contiene CDR1, los cambios realizados en esta CDR en los casetes de extremos frontales de Vh
suponian una causa potencial para la menor afinidad de los Fab Humaneered™ finales. De los Fab completamente
sometidos a Humaneered™, SR066 present6 la mejor velocidad de disociacion (Tabla 1) y hay tres diferencias entre
SRO066 y la secuencia de referencia (de ratén) en la CDR1 de la cadena pesada. Para evaluar la idea de que los
cambios realizados en CDRH1 eran los responsables de la disminucién en la afinidad observada en todos nuestros
Fab Humaneered™, se cambiaron simultdaneamente dos residuos a la vez en CDRH1 de SR066 para que volvieran a
coincidir con los residuos de murino originales, y estos Fab alterados se expresaron y purificaron para realizar un
andlisis cinético Forte.

Un Fab con dos cambios simultdneos en CDRH1 (SR079) (Tabla 2) mejoré significativamente la cinética de unién de
SR066 (los datos numéricos se resumen en la Tabla 3). De hecho, al parecer el Fab SR079 presenté una velocidad
de disociacion equivalente a la del Fab de referencia optimizado (de raton) Fab SR038.

Tabla 2

Secuencia de CDRH1 del Fab con CDRH1 variante SR079*
SR066 (humaneered) TYYMN SEQ ID NO:64
SR038 (de ratén) DMYMS SEQ ID NO:65
SR079 (humaneered) TMYMS SEQ ID NO:66

*Los residuos humanos (derivados de SR066) y no variantes estan en negrita; los residuos de murino estan en fuente
normal.

Tabla 3

Afinidad del Fab SR079 por PCSK9
Fab Ka Kd Kb
SR038 2.69E3 3.68E-4 1.37E-7
SR079 6.01E3 3.26E-4 5.42E-8

Los Fab Humaneered™ SR066, #1-2, #3-2 y #4-2 contenian una secuencia de aminoacidos «Asn-Gly» («NG») en
CDRH2, la cual procedia del anticuerpo de ratén original. Existe constancia de que esta secuencia puede experimentar
potencialmente una desamidacion, la cual es una propiedad indeseable para la produccién. Por consiguiente, a la vez
que se intentaba mejorar la afinidad del Fab Humaneered™ SR066, se construyeron dos colecciones mutagénicas en
el contexto de SR066, en las cuales se sustituia «N» 0 «G» por cada aminoacido posible excepto el aminoacido original
(p. €j., en la «coleccién de eliminaciéon de N», se sustituia «N» por cada aminoacido excepto «N»). A continuacién, los
sobrenadantes de las células que contenian Fab procedentes de esta coleccién se cribaron mediante ELISA para
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identificar los clones que ya no tuvieran la secuencia «NG» pero que siguieran conservando el nivel de union de SR066
(el cual es inferior al del Fab de referencia optimizado SR038). La «coleccién de eliminacion de N» no proporcion6
ningun Fab que se uniera con el mismo grado que SR066, pero la «coleccién de eliminacion de G» proporcion6 Fab
con niveles suficientes de uniéon que presentaron una serie de sustituciones diferentes en la posicion «G». De entre
ellos, se seleccionaron los Fab que contenian los cambios de «NG» por «NE», «<NA» y «NM» para llevar a cabo su
purificacién y analisis cinético Forte y se observé que tenian cinéticas similares a las del Fab progenitor SR066.

Modificacién genética de la IgG humana 7472 para mejorar su afinidad

Modificacion genética de Vk

Con el fin de crear una IgG completamente humana, la secuencia Vh de SR079 (versién modificada de SR066 que
presenta una afinidad mejorada) hasta CDRH2 se amplificd y se uni6 a la secuencia de un clon de la «coleccion de
eliminacion de G» (que contenia «NE» en CDRH2) de CDRH2 a lo largo de la mayor parte de FR4 mediante PCR de
puente. Esta secuencia de Vh se clon6 en pRS5a-hlgG1 LALA + Kpnl (vector de clonacion de IgG1 silenciado que ha
sido modificado para afadir un sitio Kpnl en FR4 sin que afecte a la secuencia de aminoacidos de Vh) en Nrul (5) y
Kpnl (3') para crear pSR074. La Vk (desde FR1 hasta parte de FR4) de SR066 se amplifico y clon6 en pRS5a-hkappa
en Agel y BsiWI para crear pSR072. Estos vectores se verificaron mediante secuenciacion y se cotransfectaron en
células 293 Freestyle. Esta IgG (a la cual se hace referencia como «7472») se purificd a partir de medio celular que
contenia el anticuerpo. Sorprendentemente, el anticuerpo 7472 presenté una velocidad de asociacion
significativamente mas lenta que el anticuerpo de ratén progenitor LFU720 mediante andlisis de Biacore (no se
muestra). Al intercambiar cada cadena humana por la cadena de ratén progenitora complementaria, se determiné que
este defecto en la velocidad de asociacién era debido a un problema con la cadena ligera humana. Se realizaron
alteraciones en la cadena ligera humana de pSR072 para restaurar la afinidad (Tabla 4): los primeros cuatro residuos
de la cadena ligera se volvieron a convertir en la secuencia de ratdn, y los residuos en la segunda mitad de CDR1 se
volvieron a convertir en los de ratdn. Esta cadena ligera se clon6 en pRS5a-hkappa segun se ha descrito anteriormente
para generar pJG10 y pJGO1, y se generd una IgG completa mediante la cotransfeccion de pSR074 (vector Hc) y
pJG10 (vector Lc) o pJGO1 (vector Lc). Conjuntamente, estos cambios restauraron parcialmente la afinidad del
anticuerpo Humaneered™ segun se determiné mediante Biacore.

Tabla 4

Cambios realizados en la cadena ligera de 1gG 7472
Extremo N-terminal de LC (SEQ ID NO:) LC CDR1 (SEQ ID NO:)
7472 EIVM (67) 7472 RASQSVSSSHVA (68)
LFU720 QIVL (69) LFU720 SASSSVS--YMH (70)
pJG10 QIVL (69) pJG10 RASQSVS--YMH (71)

La Tabla 4 muestra alineaciones de porciones de las cadenas ligeras del anticuerpo humano 7472, el anticuerpo de
raton progenitor LFU720 y la cadena ligera codificada por pJG10. Esta porcién es idéntica a la cadena ligera codificada
por pJGO1. Los vectores de cadena ligera se utilizaron para la expresion de los anticuerpos Humaneered™ finales
NVP-LGT209, NVP-LGT210 y NVP-LGT-211.

Maduracion por afinidad de CDRH3

En paralelo con las alteraciones de la cadena ligera, se construy6 una coleccion de Fab para madurar por afinidad la
CDR3 de la cadena pesada de pSR074. En esta coleccidn, los residuos de CDRS3 se sustituyeron de forma individual
con todos los deméas aminoacidos, excepto el residuo original. Esta coleccion se cribé mediante CLBA, se verificaron
los candidatos de unién mediante ELISA y los Fab resultantes se purificaron y evaluaron mediante interferometria de
biocapa para determinar si presentaban una cinética de unién mejorada respecto al Fab humano progenitor.

Se identifico una sustitucion en CDRH3 que mejor6 la afinidad de forma significativa: un cambio de A por N (Tabla 5).
Posteriormente, se realiz6 este cambio en el contexto del plasmido de expresién de IgG para la cadena pesada de
pSR074. Este nuevo constructo se denomind pJGO04. El anticuerpo Humaneered™ final NVP-LGT209 (LGT209) se
generd mediante la cotransfeccion de pJG04 (Hc) y pJG10 y su purificacion posterior. El anticuerpo Humaneered™
final NVP-LGT210 (LGT210) se gener6 mediante la cotransfeccion de pJG04 (Hc) y pJGO1 y su purificaciéon posterior.
Este cambio no se introdujo en el anticuerpo NVP-LGT211 (LGT211).

Tabla 5
Cambio realizado en la CDR3 de la cadena pesada de IgG 7472
Secuencia de CDRH3 SEQ ID NO:
7472 CARSYYYYAMDY 72
LFU720 CARSYYYYAMDY 72
pJG04 CARSYYYYNMDY 73
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La Tabla 5 muestra alineaciones de CDR3 de la cadena pesada para el anticuerpo humano 7472, el anticuerpo de
raton progenitor LFU720 y la cadena pesada codificada por pJG04 (vector de cadena pesada utilizado para la
expresion de los anticuerpos Humaneered™ finales NVP-LGT209 y NVP-LGT210). La sustitucion de A por N esta
subrayada.

Andlisis de las cinéticas de uniéon de NVP-LGT209, NVP-LGT210 y NVP-LGT211 utilizando el sistema de titulacion de
equilibrio en solucién (SET)

Utilizando el ensayo de SET, se determin6 que las afinidades de unién de los anticuerpos NVP-LGT209, NVP-LGT210
y NVP-LGT211 a PCSK9 humana estaban comprendidas entre 150 y 190 pM segun se indica en la Tabla 6. Esto
sugiere una interaccién de alta afinidad entre los anticuerpos y PCSK9 en solucién .

Tabla 6
Anticuerpo Ko [pM]
LGT209 190 £ 50
LGT210 150 £ 50
LGT211 190 + 50

Andlisis de especificidad por el antigeno de NVP-LGT209 mediante ELISA

Con el fin de evaluar si la especificidad por el antigeno del anticuerpo de ratén progenitor LFU720 se conservaba en
las IgG Humaneered™ LGT209, LGT210 y LGT211, se evalud la uniéon de los anticuerpos a un panel de antigenos
humanos y de raton (asi como también PCSK9 humana) en un ensayo ELISA. Los resultados de este ensayo (Figuras
5A-C) muestran que LGT209, LGT210 y LGT211 conservan una especificidad elevada por PCSK9, similar a la del
anticuerpo de murino LFU720.

Unién del anticuerpo a la proteina Pcsk9 humana y de macaco cinomdlogo en ELISA

Se evalu6 LGT209, LGT210 y LGT211 para determinar la unién especifica a Pcsk9 humana y de macaco cinomélogo
(cino). Este ensayo ELISA muestra que, al igual que el anticuerpo de raton progenitor LFU720, los anticuerpos
Humaneered™ LGT209, LGT210 y LGT211 son capaces de unirse a Pcsk9 tanto humana como de cino de forma
similar (Figuras 6A-C).

Ensayo de competicién por el epitopo basado en interferometria de biocapa

Con el fin de evaluar si la especificidad por el epitopo del anticuerpo de murino progenitor NVP-LFU720 se conservaba
en los anticuerpos Humaneered™ finales LGT209, LGT210 y LGT211, se desarrollé un ensayo de competicién
utilizando el sistema Octet de ForteBio. Los anticuerpos Humaneered™ LGT209, LGT210y LGT211 bloquean la unién
del anticuerpo de raton progenitor NVP-LFU720, lo cual indica que los anticuerpos Humaneered™ conservan la
especificidad por el epitopo del anticuerpo de murino original. Se obtuvieron resultados similares cuando se cambié el
orden de adicion de los anticuerpos, es decir, uniéndose en primer lugar NVP-LFU720 y a continuacion el anticuerpo
Humaneered™.

Secuencia de aminoacidos de los anticuerpos Humaneered™ LGT209, LGT210 y LGT211 y porcentaje de identidad
respecto a la secuencia de la linea germinal humana

Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de las IgG Humaneered™ finales LGT209, LGT210 y
LGT211 se muestran en las Figuras 2-4, respectivamente; las CDR estan subrayadas y en negrita. Las secuencias de
nucleétidos se incluyen en la lista de secuencias.

El porcentaje de identidad respecto a las secuencias de la linea germinal humana para los anticuerpos LGT209,
LGT210 y LGT211 se determiné alineando las secuencias de aminoacidos de Vh y Vk frente a una unica secuencia
de la linea germinal humana (Vh1 1-02 y Vk3 A27, respectivamente; Tabla 7). Los residuos en CDRH3 y CDRL3 se
omitieron del célculo para cada cadena.

Tabla 7

Porcentaje de identidad de los anticuerpos LGT209, LGT210 y LGT211 respecto a las secuencias de la linea
germinal humana

Vh frente a Vh1 1-02 Vk frente a Vk3 A27
89% 91%

En las leyendas de las Figuras 8-14, se menciona informacion adicional referente a la caracterizacién funcional de los
anticuerpos Humaneered™.
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Ejemplo 3: Analisis mutacionales de los anticuerpos antagonistas de PCSK9 NVP-LGT209, NVP-LGT210 y
NVP-LGT211

Se evaluaron las variantes de los anticuerpos antagonistas de PCSK9 NVP-LGT209, NVP-LGT210 y NVP LGT211
para determinar su capacidad de union a PCSKO9. Los resultados se resumen como se indica a continuacion:

Respecto a la CDR1 de la cadena pesada, TMYMS (SEQ ID NO:66), unicamente los clones que contienen los residuos
de raton originales (en negrita) conservan la cinética de union del Ab de ratén (segun se determina mediante un andlisis
de interferometria de biocapa). Por consiguiente, estos residuos dentro de la CDR1 de la cadena pesada desempefian
una funcién en la unioén.

Respecto a la CDR2 de la cadena pesada, RIDPANEHTNYAQKFQG (SEQ ID NO:74), los residuos en negrita no se
alteraron en los candidatos de unién de los anticuerpos extraidos de una coleccién que codificaba o bien el residuo
original (de raton) o el residuo correspondiente en la secuencia méas parecida de la linea germinal humana en cada
posicion (que se cribé mediante ELISA). Por consiguiente, los residuos en negrita desempefan una funcion en la
unién. Las sustituciones conservativas son toleradas en la posicién indicada por el residuo de Glu subrayado, por
ejemplo, esta posicion puede ser A, E o D, segun se determina mediante ELISA y se confirma mediante interferometria
de biocapa.

Respecto a la CDRS3 de la cadena pesada, SYYYY(A/N)MDY (SEQ ID NO:75), los residuos en negrita no se alteraron
en los clones extraidos de una coleccion de maduracién por afinidad que codificaba todas las posibilidades de
aminoacidos (excepto el aa original) en cada posicién. Por consiguiente, los residuos en negrita desempefian una
funcién en la unién. Las sustituciones conservativas son toleradas en la posicion indicada por el residuo de Ala o Asn
subrayado, por ejemplo, esta posicion puede ser A, N o0 Q, segun se determina mediante Biacore. Las sustituciones
conservativas son toleradas en la posicién indicada por el residuo de Tyr subrayado, por ejemplo, esta posicién puede
ser A, F, S, VoY, segun se determina mediante Biacore.

Respecto a la FR1 de la cadena ligera, (E/Q)IV(M/L)TQSPATLSVSPGERATLSC (SEQ ID NO:76), las sustituciones
conservativas son toleradas en las posiciones subrayadas 1y 4, segun se determina mediante Biacore. Por ejemplo,
el aminoacido en la posicion 1 puede ser A, D, E, N o Q. El aminoacido en la posicién 4 puede ser V, |, L o M.
Posiciones 1-4 como QIVL (SEQ ID NO:69) (igual que en Vk del progenitor de ratén LFU720, LGT209 y LGT211)
presentan una unién mejorada respecto a posiciones 1-4 como EIVM (SEQ ID NO:67) (igual que en Vk de LGT210),
segun se determina mediante Biacore.

Respecto a la CDR1 de la cadena ligera, RASQSVSYMH (SEQ ID NO:71), el espacio de los residuos en negrita tiene
consecuencias para la unién, ya que un clon humano con 2 aminoacidos extra en esta porcion de CDR1 de Lc present6
una afinidad comprometida. Por consiguiente, los residuos en negrita desempefian una funcién en la unién.

Respecto a la CDR3 de la cadena ligera, LQWSSDPPT (SEQ ID NO:26), los cambios por la linea germinal humana

en estas posiciones no son tolerados, segun se determina mediante ELISA. Por consiguiente, los residuos en negrita
desempefan una funcion en la unién.
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Antagonistas de PCSK9

PATO53967-WO-PCT
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WO no asignado todavia
No asignado todavia

US 61/285,942
2009-12-11

76

FastSEQ para Windows Version

1
118
PRT

Mus musculus

regién variable (FR1-FR4) de
anti-PCSK9 de ratoén LFU720

1

Glu Val Gln

1

Ser Val Lys

Tyr Met Ser

35

Gly Arg Ile

50

Gln Ala Lys

65

Leu His Leu

Ala Arg Ser

Ser Val Thr

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

<220>
<223>

115

2
118
PRT

Leu
Leu
20

Trp
Asp
Ala
Ser
Tyr

100
Val

Gln Gln Ser

5
Ser

Val
Pro
Thr
Ser
85

Tyr

Ser

Cys
Arg
Ala
Ile
70

Leu

Tyr

Ser

Thr
Gln
Asn
55

Thr
Thr

Tyr

Gly
Ala
Arg
40

Gly
Thr

Ser

Ala

Secuencia artificial

Ala
Ser
25

Pro
His
Asp

Glu

Met
105

Glu
10

Gly
Glu
Thr
Thr
Asp

90
Asp

4.0

la cadena

Leu
Phe
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Tyr

Met
Asn
Gly
Tyr
60

Ser

Ala

Trp

Lys
Ile
Leu
45

Asp
Lys

Val

Gly

pesada

Pro
Lys
30

Glu
Pro
Thr
Tyr

Gln
110

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Gly

del anticuerpo monoclonal

Ala
Met
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Thr

regioén variable (FR1-FR4) de la cadena pesada Vh del anticuerpo
monoclonal anti-PCSK9 sintético pJGO4 (clones LGT-209 y LGT-210)
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<400> 2
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Thr Met
20 25 30
Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Arg Ile Asp Pro Ala Asn Glu His Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Arg Leu Thr Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 3

<211> 448

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena pesada Vh del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético pJGe4
(clones LGT-209 y LGT-210) que incluye la cadena constante de IgGl

<220>

<221> VARIANTE

<222> (235)...(236)
<223> Xaa = Ala o Leu

<400> 3
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Gln
Ser
Tyr
Gly
Gln
65

Met
Ala
Leu
Leu
Cys
145
Ser
Ser
Ser
Asn
His
225
Val
Thr
Glu
Lys
Ser
305
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn
385
Ser

Arg

Leu
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Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val

Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
20 25
Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
35 40
Arg Ile Asp Pro Ala Asn Glu His Thr Asn

Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser
70 75
Glu Leu Ser Arg Leu Thr Ser Asp Asp Thr
85 90
Arg Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Met Asp Tyr
100 105
Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly
115 120
Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly
130 135
Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val
150 155
Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe
165 170
Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val
180 185
Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val
195 200
Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys
210 215
Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Xaa
230 235
Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
245 250
Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
260 265
Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
275 280
Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser
290 295
Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
310 315
Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
325 330
Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
340 345
Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
355 360
Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
370 375
Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
390 395
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
405 410
Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
420 425
His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
435 440

<210> 4

<211> 118

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regioén variable (FR1-FR4) de 1la
monoclonal anti-PCSK9 sintético pSR74

<400> 4

Lys Lys Pro Gly Ala
15
Thr Phe Ser Thr Met
30
Gly Leu Glu Trp Met
45
Tyr Ala Gln Lys Phe
60
Ile Ser Thr Ala Tyr
80
Ala Val Tyr Tyr Cys
95
Trp Gly Gln Gly Thr
110
Pro Ser Val Phe Pro
125
Thr Ala Ala Leu Gly
140
Thr Val Ser Trp Asn
160
Pro Ala Val Leu Gln
175
Thr Val Pro Ser Ser
190
Asn His Lys Pro Ser
205
Ser Cys Asp Lys Thr
220
Xaa Gly Gly Pro Ser
240
Leu Met Ile Ser Arg
255
Ser His Glu Asp Pro
270
Glu Val His Asn Ala
285
Thr Tyr Arg Val Val
300
Asn Gly Lys Glu Tyr
320
Pro Ile Glu Lys Thr
335
Gln Val Tyr Thr Leu
350
Val Ser Leu Thr Cys
365
Val Glu Trp Glu Ser
380
Pro Pro Val Leu Asp
400
Thr Val Asp Lys Ser
415
Val Met His Glu Ala
430
Leu Ser Pro Gly Lys
445

cadena pesada Vh del anticuerpo
(clon LGT-211)
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Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

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

<210> 5

<211> 448

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena pesada Vh del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético pSR74
(clon LGT-211) que incluye la cadena constante de IgGl

<220>

<221> VARIANTE

<222> (235)...(236)
<223> Xaa = Ala o Leu

<400> 5
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Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Thr Met
20 25 30
Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Arg Ile Asp Pro Ala Asn Glu His Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Arg Leu Thr Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125
Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140
Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160
Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175
Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190
Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205
Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr
210 215 220
His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Xaa Xaa Gly Gly Pro Ser
225 230 235 240
Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg
245 250 255
Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
260 265 270
Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala
275 280 285
Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val
290 295 300
Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr
305 310 315 320
Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr
325 330 335
Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu
340 345 350
Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys
355 360 365
Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
370 375 380
Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
385 390 395 400
Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser
405 410 415
Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
420 425 430
Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 6

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region determinante de la complementariedad 1 (CDR1) de la cadena

pesada del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético de ratén LFU720

<400> 6
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Asp Met Tyr Met Ser
1 5

210> 7

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region determinante de la complementariedad 1 (CDR1) de la cadena
pesada de los clones LGT-209, LGT-210 y LGT-211 del anticuerpo monoclonal
anti-PCSK9

<400> 7
Thr Met Tyr Met Ser
1 5

<210> 8

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regiodn determinante de la complementariedad 1 (CDR1) de la cadena
pesada consenso del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(1)

<223> Xaa = Asp o Thr

<400> 8
Xaa Met Tyr Met Ser
1 5

210> 9

211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regiodn determinante de la complementariedad 2 (CDR2) de la cadena
pesada del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético de ratdén LFU270

<400> 9

Arg Ile Asp Pro Ala Asn Gly His Thr Asn Tyr Asp Pro Lys Phe Gln
1 5 10 15

Ala

<210> 10

211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> regioén determinante de la complementariedad 2 (CDR2) de la cadena
pesada de los clones LGT-209, LGT-210 y LGT-211 del anticuerpo monoclonal
anti-PCSK9 sintético

<400> 10

Arg Ile Asp Pro Ala Asn Glu His Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

210> 11

211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regiodn determinante de la complementariedad 2 (CDR2) de la cadena
pesada consenso del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético

<220>

<221> VARIANTE

222> (7)...(7)

<223> Xaa = Ala, Glu o Gly

<220>

<221> VARIANTE

222> (12)...(12)
<223> Xaa = Ala o Asp

<220>

<221> VARIANTE

<222> (13)...(13)
<223> Xaa = Pro o Gln

<220>

<221> VARIANTE

222> (17)...(17)
<223> Xaa = Ala o Gly

<400> 11

Arg Ile Asp Pro Ala Asn Xaa His Thr Asn Tyr Xaa Xaa Lys Phe Gln
1 5 10 15

Xaa

<210> 12

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regiodn determinante de la complementariedad 3 (CDR3) de la cadena

pesada Vh del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético plGe4 (clones LGT-

209 y LGT-210)

<400> 12

44



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2726 040 T3

Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Met Asp Tyr
1 5

<210> 13

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regiodn determinante de la complementariedad 3 (CDR3) de la cadena
pesada Vh del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 pSR74 (clon LGT-211) y del
anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético de ratdén LFU270

<400> 13
Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5

210> 14

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region determinante de la complementariedad 3 (CDR3) de la cadena
pesada consenso del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)...(6)

<223> Xaa = Ala o Asn

<220>

<221> VARIANTE

<222> (9)...(9)

<223> Xaa = Ala, Phe, Ser, Val o Tyr

<400> 14
Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Xaa Met Asp Xaa
1 5

<210> 15

<211> 106

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>
<223> regioén variable (FR1-FR4) de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal
anti-PCSK9 de ratén LFU720

<400> 15

45



ES 2726 040 T3

Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Ser Ser Pro Arg Leu Trp Ile Tyr
35 40 45
Leu Thr Phe Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Ser Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Trp Ser Ser Asp Pro Pro Thr
85 90 95
Phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 16

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regioén variable (FR1-FR4) de la cadena ligera Vk del anticuerpo
monoclonal anti-PCSK9 sintético pJG1@ (clones LGT-209 y LGT-211)

<400> 16

Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Tyr Met

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

210> 17

<211> 213

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cadena ligera Vk del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético pJG10
(clones LGT-209 y LGT-211) que incluye la cadena constante kappa

<400> 17
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Glu
His
Gly
Gly
65

Asp
Phe
Ser
Ala
Val
145
Ser
Thr
Cys

Asn

ES 2726 040 T3

Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
35 40
Val Phe Arg Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp
50 55
Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Gly
70 75
Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Trp Ser
85 90
Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg
100 105
Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
115 120
Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
130 135
Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
150 155
Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
165 170
Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
180 185
Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
195 200
Arg Gly Glu Cys
210

<210> 18

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regioén variable (FR1-FR4) de 1la
monoclonal anti-PCSK9 sintético pJGeol

<400> 18

Glu
1
Glu
His
Gly
Gly
65
Asp

Phe

Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu

Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
20 25
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
35 40
Val Phe Arg Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp
50 55
Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Gly
70 75
Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Leu Gln Trp Ser
85 90
Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 19

<211> 213

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>
(clon

<400> 19

Ser
Ser
Arg
Arg
60

Arg
Ser
Thr
Leu
Pro
140
Gly
Tyr
His

Val

cadena ligera Vk del anticuerpo
(clon LGT-210)

Ser
Ser
Arg
Arg
60

Arg

Ser

47

val
Val
Leu
45

Phe
Leu
Asp
Val
Lys
125
Arg
Asn
Ser
Lys

Thr
205

Val
vVal
Leu
45

Phe

Leu

Asp

Ser
Ser
30

Leu
Ser
Glu
Pro
Ala
110
Ser
Glu
Ser
Leu
Val

190
Lys

Ser
Ser
30

Leu
Ser

Glu

Pro

Pro
15

Tyr
Ile
Gly
Pro
Pro
95

Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
175
Tyr

Ser

Pro
15

Tyr
Ile
Gly

Pro

Pro
95

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu
80

Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
160
Ser

Ala

Phe

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu

80
Thr

cadena ligera Vk del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético pJGol
LGT-210) que incluye la cadena constante kappa
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30

Glu
Glu
His
Gly
Gly
Asp
Phe
Ser
Ala
Val
145
Ser
Thr
Cys

Asn

Ile Val
Arg Ala

Trp Tyr
35

Val Phe

50

Ser Gly

Phe Ala
Gly Gln

Val Phe
115

Ser Vval

130

Gln Trp

Val Thr
Leu Thr
Glu Val

195

Arg Gly
210

<210> 20
<211> 10
<212> PRT

<213>

<220>

<223> region determinante de la complementariedad 1 (CDR1) de la cadena
ligera del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético de ratdén LFU720

<400> 20
Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met His

1

<210> 21
<211> 10
<212> PRT

<213>

<220>

<223> region determinante de la complementariedad 1 (CDR1) de la cadena
ligera de los clones LGT-209, LGT-210 y LGT-211 del anticuerpo monoclonal

Met
Thr
20

Gln
Arg
Thr
Val
Gly
100
Ile
vVal
Lys
Glu
Leu
180
Thr

Glu

Thr
Leu
Gln
Arg
Asp
Tyr
85

Thr
Phe
Cys
vVal
Gln
165
Ser
His

Cys

5

Gln
Ser
Lys
Ala
Phe
Tyr
Lys
Pro
Leu
Asp
150
Asp
Lys

Gln

anti-PCSK9 sintético

<400> 21
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Tyr Met His

1

210> 22
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

5

Ser
Cys
Pro
Thr
55

Thr
Cys
Leu
Pro
Leu
135
Asn
Ser

Ala

Gly

Pro
Arg
Gly
40

Gly
Leu
Leu
Glu
Ser
120
Asn
Ala
Lys

Asp

Leu
200

Secuencia artificial

Secuencia artificial

ES 2726 040 T3

Ala
Ala
25

Gln
Ile
Thr
Gln
Ile
105
Asp
Asn
Leu
Asp
Tyr

185
Ser

Thr
10

Ser
Ala
Pro
Ile
Trp
Lys
Glu
Phe
Gln
Ser
170

Glu

Ser

10

10

Leu
Gln
Pro
Asp
Gly
Ser
Arg
Gln
Tyr
Ser
155
Thr
Lys

Pro

Ser
Ser
Arg
Arg
60

Arg
Ser
Thr
Leu
Pro
140
Gly
Tyr
His

Val

48

Val
Val
Leu
45

Phe
Leu
Asp
Val
Lys
125
Arg
Asn
Ser

Lys

Thr
205

Ser
Ser
Leu
Ser
Glu
Pro
Ala
110
Ser
Glu
Ser
Leu
Val

190
Lys

Pro
15

Tyr
Ile
Gly
Pro
Pro
Ala
Gly
Ala
Gln
Ser
175

Tyr

Ser

Gly
Met
Tyr
Ser
Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
Glu
160
Ser

Ala

Phe
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ES 2726 040 T3

<220>
<223> regién determinante de la complementariedad 1 (CDR1) de la cadena
ligera consenso del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(1)

<223> Xaa = Arg o Ser

220>

<221> VARIANTE

<222> (4)...(4)

<223> Xaa = Gln o Ser

<400> 22
Xaa Ala Ser Xaa Ser Val Ser Tyr Met His
1 5 10

<210> 23

211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> region determinante de la complementariedad 2 (CDR2) de la cadena
ligera del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético de ratén LFU720

<400> 23
Leu Thr Phe Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 24

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regién determinante de la complementariedad 1 (CDR1) de la cadena
ligera de los clones LGT-209, LGT-210 y LGT-211 del anticuerpo monoclonal
anti-PCSK9 sintético

<400> 24
Gly Val Phe Arg Arg Ala Thr
1 5

<210> 25

211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> region determinante de la complementariedad 2 (CDR2) de la cadena
ligera consenso del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético
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ES 2726 040 T3

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)...(1)

<223> Xaa = Gly o Leu

<220>

<221> VARIANTE

<222> (2)...(2)

<223> Xaa = Thr o Vval

<220>

<221> VARIANTE

222> (4)...(4)

<223> Xaa = Asn o Arg

<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)...(5)

<223> Xaa = Leu o Arg

<220>

<221> VARIANTE

222> (7)...(7)

<223> Xaa = Ser o Thr

<400> 25
Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Ala Xaa
1 5

<210> 26

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> regién determinante de la complementariedad 3 (CDR3) de la cadena
ligera de los clones LGT-209, LGT-210 y LGT-211 del anticuerpo monoclonal
anti-PCSK9 y del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético de ratdén LFU720

<400> 26
Leu Gln Trp Ser Ser Asp Pro Pro Thr
1 5

<210> 27

<211> 98

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> segmento variable (FR1-FR3) de la cadena pesada de los clones LGT-209,
LGT-210 y LGT-211 del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético

<400> 27

50
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Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Thr Met
20 25 30
Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

Gly Arg Ile Asp Pro Ala Asn Glu His Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60
Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Arg Leu Thr Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg

<210> 28

<211> 98

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> segmento variable (FR1-FR3) de la cadena pesada consenso del anticuerpo
monoclonal anti-PCSK9 sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (31)...(31)
<223> Xaa = Asp o Thr

<220>

<221> VARIANTE

<222> (56)...(56)

<223> Xaa = Ala, Glu o Gly

<220>

<221> VARIANTE

<222> (61)...(61)
<223> Xaa = Ala o Asp

<220>

<221> VARIANTE

<222> (62) ... (62)
<223> Xaa = Pro o Gln

<220>

<221> VARIANTE

<222> (66)...(66)
<223> Xaa = Ala o Gly

<400> 28
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Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Xaa Met
20 25 30
Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

Gly Arg Ile Asp Pro Ala Asn Xaa His Thr Asn Tyr Xaa Xaa Lys Phe
50 55 60
Gln Xaa Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Met Glu Leu Ser Arg Leu Thr Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg

<210> 29

<211> 87

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> segmento variable (FR1-FR3) de la cadena ligera Vk del anticuerpo
monoclonal anti-PCSK9 sintético pJG1O (clones LGT-209 y LGT-211)

<400> 29
Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
35 40 45
Gly Val Phe Arg Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Gly Arg Leu Glu Pro Glu
65 70 75 80
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
85
<210> 30
<211> 87
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> segmento variable (FR1-FR3) de la cadena ligera Vk del anticuerpo
monoclonal anti-PCSK9 sintético pJGO1 (clon LGT-210)

<400> 30
Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
35 40 45
Gly Val Phe Arg Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Gly Arg Leu Glu Pro Glu
65 70 75 80
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
85
<210> 31
<211> 87
<212> PRT

52
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> segmento variable (FR1-FR3) de la cadena ligera Vk consenso del
anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético pJGO1 (clones LGT-209, LGT-210 y
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LGT-211)

<220>

<221> VARIANTE

222> (4)...(4)

<223> Xaa = Leu o Met
<220>

<221> VARIANTE

<222> (24)...(24)
<223> Xaa = Arg o Ser
<220>

<221> VARIANTE

222> (27)...(27)
<223> Xaa = Gln o Ser
<220>

<221> VARIANTE

<222> (49)...(49)
<223> Xaa = Gly o Leu
<220>

<221> VARIANTE

<222> (50)...(50)
<223> Xaa = Thr o Val
<220>

<221> VARIANTE

<222> (52)...(52)
<223> Xaa = Asn o Arg
<220>

<221> VARIANTE

<222> (53)...(53)
<223> Xaa = Leu o Arg
<220>

<221> VARIANTE

<222> (55)...(55)
<223> Xaa = Ser o Thr
<400> 31
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Glx Ile Val Xaa Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Xaa Ala Ser Xaa Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30
His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
35 40 45
Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Ala Xaa Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Gly Arg Leu Glu Pro Glu
65 70 75 80
Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
85
<210> 32
<211> 30
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regién de marco 1 (FR1) de la cadena pesada de los clones LGT-209, LGT-
210 y LGT-211 del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético

<400> 32
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Ser
20 25 30

<210> 33

211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regioén de marco 2 (FR2) de la cadena pesada de los clones LGT-209, LGT-
210 y LGT-211 del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético

<400> 33
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly
1 5 10

<210> 34

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regién de marco 3 (FR3) de la cadena pesada de los clones LGT-209, LGT-
210 y LGT-211 del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético

<400> 34
Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Ile Ser Thr Ala Tyr Met Glu
1 5 10 15
Leu Ser Arg Leu Thr Ser Asp Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg
20 25 30

<210> 35
<211> 11
<212> PRT
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<213>
<220>
<223>
210 y

<400>

ES 2726 040 T3

Secuencia artificial

region de marco 4 (FR4) de la cadena pesada de los clones LGT-209, LGT-
LGT-211 del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético

35

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

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

<220>
<223>

5 10

36
22
PRT
Secuencia artificial

regién de marco 1 (FR1) de la cadena ligera consenso de los clones LGT-

209, LGT-210 y LGT-211 del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético

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

<400>

VARIANTE
(4)...(4)

Xaa = Leu o Met

36

Glx Ile Val Xaa Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1

5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser

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

<220>
<223>
210 y

<400>

20

37

15

PRT

Secuencia artificial

regién de marco 2 (FR2) de la cadena ligera de los clones LGT-209, LGT-
LGT-211 del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético

37

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr

1

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

<220>
<223>
210 y

<400>

5 10 15

38
32
PRT
Secuencia artificial

region de marco 3 (FR3) de la cadena ligera de los clones LGT-209, LGT-
LGT-211 del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético

38
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Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

1

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

<220>
<223>
210 y

<400>

1

<210>
<211>
<212>

5 10 15
Leu Thr Ile Gly Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
20 25 30
39
10
PRT
Secuencia artificial
region de marco 4 (FR4) de la cadena ligera de los clones LGT-209, LGT-
LGT-211 del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético
39
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
5 10
40
118
PRT
Secuencia artificial

<213>

<220>
<223>

regién variable (FR1-FR4) de la cadena pesada consenso del anticuerpo

monoclonal anti-PCSK9 sintético

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

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

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<220>
<221>

VARIANTE
(31)...(31)
Xaa = Asp o Thr

VARIANTE
(56)...(56)
Xaa = Ala, Glu o Gly

VARIANTE
(61)...(61)
Xaa = Ala o Asp

VARIANTE
(62)...(62)
Xaa = Pro o Gln

VARIANTE
(66)...(66)
Xaa = Ala o Gly

VARIANTE

56
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<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<400>

(104)...(104)
Xaa = Ala o Asn

VARIANTE

(107)...(107)
Xaa = Ala, Phe, Ser, Val o Tyr

40

Gln Val Gln Leu Val

1

5

Ser Val Lys Val Ser

20

Tyr Met Ser Trp Val

35

Gly Arg Ile Asp Pro

50

Gln Xaa Arg Val Thr

65

Met Glu Leu Ser Arg

85

Ala Arg Ser Tyr Tyr

100

Leu Val Thr Vval Ser

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

<220>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

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

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

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>

115

41
106
PRT

Gln
Cys
Arg
Ala
Met
70

Leu
Tyr

Ser

Ser
Lys
Gln
Asn
55

Thr

Thr

Tyr

Gly
Ala
Ala
40

Xaa
Arg

Ser

Xaa

Secuencia artificial

regioén variable (FR1-FR4) de la cadena ligera consenso del anticuerpo
monoclonal anti-PCSK9 sintético

VARIANTE
(4)...(4)
Xaa = Leu o
VARIANTE
(24)...(24)
Xaa = Arg o
VARIANTE
(27)...(27)
Xaa = Gln o
VARIANTE
(49)...(49)
Xaa = Gly o
VARIANTE

Met

Ser

Ser

Leu

ES 2726 040 T3

Ala
Ser
25

Pro
His
Asp

Asp

Met
105

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

90
Asp

Val
Tyr
Gln
Asn
Ser
75

Thr

Xaa

Lys
Thr
Gly
Tyr
60

Ile

Ala

Trp

57

Lys
Phe
Leu
45

Xaa
Ser

Val

Gly

Pro
Ser
30

Glu
Xaa
Thr
Tyr

Gln
110

Gly
15
Xaa

Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Gly

Ala
Met
Met
Phe
Tyr
80

Cys

Thr
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<222> (50)...(50)

<223> Xaa = Thr o Val

<220>

<221> VARIANTE

<222> (52)...(52)

<223> Xaa = Asn o Arg

<220>

<221> VARIANTE

<222> (53)...(53)

<223> Xaa = Leu o Arg

<220>

<221> VARIANTE

<222> (55)...(55)

<223> Xaa = Ser o Thr

<400> 41

Glx Ile Val Xaa Thr Gln Ser Pro

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Xaa
20

His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly

35 40
Xaa Xaa Phe Xaa Xaa Ala Xaa Gly
50 55

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu

65 70

Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Leu

85

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu
100

<210> 42

<211> 354

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223>

(clones LGT-209 y LGT-210)

<400> 42
caggttcagc
tcctgecaagg
cctggacaag
gcccagaagt
atggagctca
tattactata

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

43
354
ADN

<220>

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
tccaggggag
gcaggctgac
acatggacta

tggggctgag
caccttcagc
gatgggaagg
ggtgactatg
gtctgacgac
ctggggtcaa

Secuencia artificial

ES 2726 040 T3

Thr
10
Ser

Ala Leu
Ala
25
Gln

Xaa

Ala Pro

Ile Pro Asp

Thr Tle Gly

75

Gln Trp Ser
90

Ile Lys

105

gtgaagaagc
actatgtata
atcgatcctg
acaagggaca
actgcegtcet
ggtaccctgg

Ser Val

Ser Vval
Leu
45

Phe

Arg

Arg
60
Arg Leu

Ser Asp

ctggggccte
tgtcttgggt
ccaatgagca
catccatcag
attactgtgce
tgaccgtcag

58

Ser

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro

Pro
15
Tyr

Gly
Met
Ile Tyr
Gly Ser
Pro Glu

Pro Thr

95

cadena pesada del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cactaactat
cacagcctac
tagaagttac
cteca

sintético pJGo4

60

120
180
240
300
354
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<223> cadena pesada del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9
(clon LGT-211)

<400> 43
caggttcagce
tcctgcaagg
cctggacaag

gcccagaagt
atggagctca
tattactatg

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

44
318
ADN

<220>
<223>
(clon

<400> 44

gaaatagtga
ctctectgea

caggctccca

ttcagtggca
gattttgcag

acgaagcttg

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

45
318
ADN

<220>

tggtgcagtc
cttctggata
ggcttgagtg
tccaggggag
gcaggctgac
ctatggacta

tgacgcagtce
gggccagtca
ggctecteat
gtgggtctgg
tgtactactg

aaattaaa

tggggctgag
caccttcagce
gatgggaagg
ggtgactatg
gtctgacgac
ctggggtcaa

Secuencia artificial

tccagccacce
gagtgttagc
atatggtgtt
gacagacttc
cctacagtgg

Secuencia artificial

gtgaagaagc
actatgtata
atcgatcctg
acaagggaca
actgecegtet
ggtaccctgg

ctgtctgtgt
tatatgcatt
ttcagaaggg
actctcacca

agtagtgacc

ctggggectce
tgtcttgggt
ccaatgagca
catccatcag
attactgtge
tgaccgtcag

ctccagggga
ggtaccagca
ccactggcat
tcggcagact
cacccacgtt

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cactaactat
cacagcctac
tagaagttac
ctca

cadena ligera del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9
LGT-210)

aagagccacc
gaagccaggc
cccagacagg
ggagcctgaa
tggccaaggt

<223> cadena ligera del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9
(clones LGT-209 y LGT-211)

<400> 45
cagattgttc
ctctectgea
caggctcccea
ttcagtggca
gattttgcag
acgaagcttg

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

46
13
PRT

<220>
<223>

<400> 46

tcacccagtc
gggccagtca
ggctcectcat
gtgggtctgg
tgtactactg
aaattaaa

tccagccacce
gagtgttagc
atatggtgtt
gacagacttc
cctacagtgg

Secuencia artificial

ctgtctgtgt
tatatgcatt
ttcagaaggg
actctcacca
agtagtgacc

ctccagggga
ggtaccagca
ccactggcat
tcggcagact
cacccacgtt

Arg Ser Arg His Leu Ala Gln Ala Ser Gln Glu Leu Gln

1

5

10

59

aagagccacc
gaagccaggc
cccagacagg
ggagcctgaa
tggccaaggt

sintético pSR74

60

120
180
240
300
354

sintético pJGeol

60

120
180
240
300

318

sintético plGle

60

120
180
240
300
318

epitopo del anticuerpo monoclonal anti-PCSK9 sintético
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<210> 47

<211> 692

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> proproteina convertasa subtilisina/kexina de tipo 9 (PCSK9) humana,
proproteina convertasa 9 (PC9), convertasa 1 regulada por apoptosis neural
(NARC1, NARC-1), preproproteina LDLCQ1l, FH3, HCHOLA3

<220>

<221> SENAL

<222> (1)...(30)
<223> péptido senal

<220>

<221> PROPEP

222> (31)...(692)
<223> proproteina

<220>

<221> CADENA

222> (153)...(692)
<223> proteina madura

<400> 47
Met Gly Thr Val Ser Ser Arg Arg Ser Trp Trp Pro Leu Pro Leu Leu
-30 -25 -20 -15
Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Gly Pro Ala Gly Ala Arg Ala Gln Glu
-10 -5 1
Asp Glu Asp Gly Asp Tyr Glu Glu Leu Val Leu Ala Leu Arg Ser Glu
5 10 15

60



Glu
His

val

His
Asp
Glu
115
Ile
Gly
His
Pro
Ser
195
val
Gly
Lys
Leu
Ala
275
Asp
Gly
Thr
Ile
Thr
355
Ser
His
Gln
His
Ser
435
Glu
Gly
Asn
Leu
Ser

515
Gly

Asp
20

Arg
Leu
Leu
val
Leu
100
Asp
Thr
Ser
Arg
Glu
180
His
Ala
Lys
Ser
Ala
260
Arg
Ala
Ala
Asn
Gly
340
Ser
Ala
Phe
Arg
Gly
420
Gly
Glu
Glu
Ala
Pro
500
Met

Cys

Gly
Cys
Lys
Gln
Phe
85

Leu
Ser
Pro
Leu
Glu
165
Glu
Gly
Lys
Gly
Gln
245
Gly
Ala
Cys
Thr
Phe
325
Ala
Gln
Glu
Ser
vVal
405
Ala
Pro
Leu
Arg
Phe
485
Gln
Gly

Ser

Leu
Ala
Glu
Ala
70

His
Glu
Ser
Pro
Vval
150
Ile
Asp
Thr
Gly
Thr
230
Leu
Gly
Gly
Leu
Asn
310
Gly
Ser
Ala
Pro
Ala
390
Leu
Gly
Thr
Leu
Met
470
Gly
Ala

Thr

Ser

Ala
Lys
Glu
55

Gln
Gly
Leu
val
Arg
135
Glu
Glu
Gly
His
Ala
215
val
val
Tyr
val
Tyr
295
Ala
Arg
Ser
Ala
Glu
375
Lys
Thr
Trp
Arg
Ser
455
Glu
Gly
Asn

Arg

His

Glu
Asp
40

Thr
Ala
Leu
Ala
Phe
120
Tyr
Vval
Gly
Thr
Leu
200
Ser
Ser
Gln
Ser
val
280
Ser
Gln
Cys
Asp
Ala
360
Leu
Asp
Pro
Gln
Met
440
Cys
Ala
Glu
Cys
Vval

520
Trp

Ala
25

Pro
His
Ala
Leu
Leu
105
Ala
Arg
Tyr
Arg
Arg
185
Ala
Met
Gly
Pro
Arg
265
Leu
Pro
Asp
Vval
Cys
345
His
Thr
Val
Asn
Leu
425
Ala
Ser
Gln
Gly
Ser
505
His

Glu

Pro
Trp
Leu
Arg
Pro
90

Lys
Gln
Ala
Leu
Val
170
Phe
Gly
Arg
Thr
vVal
250
Val
val
Ala
Gln
Asp
330
Ser
val
Leu
Ile
Leu
410
Phe
Thr
Ser
Gly
val
490
Vval
Cys

Val

Glu
Arg
Ser
Arg
75

Gly
Leu
Ser
Asp
Leu
155
Met
His
Val
Ser
Leu
235
Gly
Leu
Thr
Ser
Pro
315
Leu
Thr
Ala
Ala
Asn
395
Val
Cys
Ala
Phe
Gly
475
Tyr
His
His

Glu

ES 2726 040 T3

His
Leu
Gln
60

Gly
Phe
Pro
Ile
Glu
140
Asp
val
Arg
Vval
Leu
220
Ile
Pro
Asn
Ala
Ala
300
val
Phe
Cys
Gly
Glu
380
Glu
Ala
Arg
val
Ser
460
Lys
Ala
Thr

Gln

Asp

Gly
Pro
45

Ser
Tyr
Leu
His
Pro
125
Tyr
Thr
Thr
Gln
Ser
205
Arg
Gly
Leu
Ala
Ala
285
Pro
Thr
Ala
Phe
Ile
365
Leu
Ala
Ala
Thr
Ala
445
Arg
Leu
Ile
Ala
Gln

525
Leu

Thr
Gly
Glu
Leu
Vval
Val
110
Trp
Gln
Ser
Asp
Ala
190
Gly
Vval
Leu
val
Ala
270
Gly
Glu
Leu
Pro
val
350
Ala
Arg
Trp
Leu
Val
430
Arg
Ser
Vval
Ala
Pro
510
Gly

Gly

Thr
Thr
Arg
Thr
Lys
95

Asp
Asn
Pro
Ile
Phe
175
Ser
Arg
Leu
Glu
Val
255
Cys
Asn
val
Gly
Gly
335
Ser
Ala
Gln
Phe
Pro
415
Trp
Cys
Gly
Cys
Arg
495
Pro
His

Thr

61

Ala
Tyr
Thr
Lys
80

Met
Tyr
Leu
Pro
Gln
160
Glu
Lys
Asp
Asn
Phe
240
Leu
Gln
Phe
Ile
Thr
320
Glu
Gln
Met
Arg
Pro
400
Pro
Ser
Ala
Lys
Arg
480
Cys
Ala

Vval

His

Thr
val
Ala
65

Ile
Ser
Ile
Glu
Asp
145
Ser
Asn
Cys
Ala
Cys
225
Ile
Leu
Arg
Arg
Thr
305
Leu
Asp
Ser
Met
Leu
385
Glu
Ser
Ala
Pro
Arg
465
Ala
Cys
Glu

Leu

Lys

Phe
Val
Arg
Leu
Gly
Glu
Arg
130
Gly
Asp
Val
Asp
Gly
210
Gln
Arg
Pro
Leu
Asp
290
val
Gly
Ile
Gly
Leu
370
Ile
Asp
Thr
His
Asp
450
Arg
His
Leu
Ala
Thr

530
Pro



10

Pro Val
Glu Ala
Lys Val
580
Ala Cys
595
Thr Ser
Arg Ser
Thr Ala

Gln Glu
660

Leu
Ser
565
Lys
Glu
His
Arg
Val

645
Leu

<210> 48
<211> 3636
<212> ADN
<213> Homo

<220>

<221> CDS
<222> (292) ... (2370)

535
Arg Pro Arg
550
Ile His Ala

Glu His Gly

Glu Gly Trp
600
Val Leu Gly
615
Asp Val Ser
630
Ala Ile Cys

Gln

sapiens

Gly
Ser
Ile
585
Thr
Ala

Thr

Cys

Gln
Cys
570
Pro
Leu
Tyr

Thr

Arg
650

ES 2726 040 T3

Pro
555
Cys
Ala
Thr
Ala
Gly

635
Ser

540
Asn

His
Pro
Gly
Val
620

Ser

Arg

Gln
Ala
Gln
Cys
605
Asp

Thr

His

Cys
Pro
Glu
590
Ser
Asn

Ser

Leu

Val
Gly
575
Gln
Ala
Thr

Glu

Ala
655

Gly
560
Leu
Val
Leu
Cys
Gly

640
Gln

545
His

Glu
Thr
Pro
Val
625

Ala

Ala

Arg
Cys
Val
Gly
610
Val

Val

Ser

<223> proproteina convertasa subtilisina/kexina de tipo 9 (PCSK9) humana,
proproteina convertasa 9 (PC9), convertasa 1 regulada por apoptosis neural
(NARC1, NARC-1), preproproteina LDLCQ1l, FH3, HCHOLA3

<220>

<221> péptido_senal
<222> (292)...(381)
<223> péptido senal

<220>

<221> estructura_misc
<222> (382)...(2367)
<223> proproteina

<220>
<221> péptido_maduro
<222> (538) ... (2367)

<223> proteina madura

<400> 48

62



cagcgacgtce
cctggaggag
cagcggctcece
cttcagetce
gcacggccte
gtcagctcca
ggtcccgegg
gccttgegtt
tteccaccget
gaggagaccce
cgccggggat
gtgaagatga
gaggaggact
ccacggtacc
ctcctagaca
gacttcgaga
gacagtcatg
ggtgccagca
accctcatag
gtggtgctge
ctggcgaggg
ctctactcce
cagcecggtga
ccaggggagg
gggacatcac
ccggagctca
atcaatgagg
ctgcececca
cactcggggce
ctgagctgcet
gggggcaagc
gccaggtget
gccagcatgg
tcccactggg
cagcccaace
ccaggtctgg
gtggcctgeg
gtcctggggg
acaggcagca
ctggcgcagg
gggtcaaggg
atggcctgge
tgagtgggge
aggtgccagg
gtgctcgggt
ttgagctctt
cttceccatgg
agtgtgaaag
ccctgattaa
cgccectggt
ccaggctgtg
cggcagtgtg
acacattcge
caagctcaca
ctcttcttac
gggaacacag
tttttecegtt
tcgggggaga
catttatctt
ttttgetttt
tgacttttta

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

49
13
PRT

<220>

gaggcgctca
tgagccaggce
cagctcccag
tgcacagtcc
taggtctcct
ggcggtcctg
gcgeccgtge
ccgaggagga
gcgccaagga
acctctcgea
acctcaccaa
gtggcgacct
cctetgtett
gggcggatga
ccagcataca
atgtgcccga
gcacccacct
tgcgcagect
gcctggagtt
tgcececctgge
ctggggtcegt
cagcctcage
ccctggggac
acatcattgg
aggctgcectge
ccctggecga
cctggtteee
gcacccatgg
ctacacggat
ccagtttcte
tggtctgeceg
gcctgetace
ggacccgtgt
aggtggagga
agtgcgtggg
aatgcaaagt
aggagggctg
cctacgeccgt
ccagcgaagg
cctecccagga
ctggggctga
acgaggggat
agcctecettg
aagctcccte
gctgccaget
gttcegtgece
ataggggagg
gtgctgatgg
tggaggctta
ggtcacaggc
ctagcaacac
cagtggtgca
acccctactt
cagcaggaac
ttcaccecgge
accaggaagc
atcacccagg
gggccaacaa
ttgggtctgt
gtaacttgaa
aaataaaaac

tggttgcagg
agtgagactg
ccaggattcc
tceccacege
cgccaggaca
gtggcegetg
gcaggaggac
cggectggee
tccgtggagg
gtcagagcge
gatcctgeat
gctggagetg
tgcccagage
ataccagccc
gagtgaccac
ggaggacggg
ggcaggggtyg
gcgegtgete
tattcggaaa
gggtgggtac
gctggtcacc
tccecgaggte
tttggggacc
tgcctccage
ccacgtggcet
gttgaggcag
tgaggaccag
ggcaggttgg
ggccacagcce
caggagtggg
ggcccacaac
ccaggccaac
ccactgccac
ccttggecacc
ccacagggag
caaggagcat
gaccctgact
agacaacacg
ggccgtgaca
gctccagtga
gctttaaaat
ggggatgett
cctggaactc
cctcactgtg
gctcccaatg
aggcattcaa
gggcggtagg
ccctecatcete
gctttectgga
tgtgcecttgg
ccaaaggtgg
tgcactgtcet
cacagaggaa
tgagccagaa
tgggcteccte
tcggtgagtg
cctgattcac
ctgtececetee
cctctetgtt
gatatttatt
aaacaaacgt

Secuencia artificial

ES 2726 040 T3

cgggcgcecge
gctcgggegg
gcgecgeccect
aaggctcaag
gcaacctctce
ccactgctge
gaggacggcg
gaagcacccg
ttgcctggeca
actgcccgee
gtcttccatg
gccttgaagt
atccecgtgga
cccgacggag
cgggaaatcg
acccgcecttee
gtcagcggee
aactgccaag
agccagctgg
agcegegtee
gctgcecggea
atcacagttg
aactttggce
gactgcagca
ggcattgcag
agactgatcc
cgggtactga
cagctgtttt
gtcgececget
aagcggcggg
gcttttgggg
tgcagcgtce
caacagggcc
cacaagccgce
gccagcatcce
ggaatcccgg
ggctgcagtg
tgtgtagtca
gccgttgceca
cagccccate
ggttccgact
ccgectttee
actcactctg
gggcatttca
tgcegatgte
tcctcaggte
ggctgcaggg
cagctaactg
tggcatctag
tttecctgage
cctgegggga
cagccaaccce
gaaacctgga
acgcagattg
atttttacgg
atggcagaac
tggcctggeg
ttgagcacca
gcctttttac
ctgggttttg
tgtecct

cgttcagttc
gccgggacgce
tcacgcgece
gcgecgecegg
ccetggecect
tgctgcetgcet
actacgagga
agcacggaac
cctacgtggt
gcctgcagge
gccttettee
tgcececatgt
acctggagcg
gcagcctggt
agggcagggt
acagacaggc
gggatgccgg
ggaagggcac
tccagcectgt
tcaacgecege
acttccggga
gggccaccaa
gctgtgtgga
cctgetttgt
ccatgatgct
acttctctge
cccccaacct
gcaggactgt
gcgeccccaga
gcgagcegcat
gtgagggtgt
acacagctcc
acgtcctcac
ctgtgctgag
acgcttcctg
cccctcagga
cccteectgg
ggagccggga
tctgetgeceg
ccaggatggg
tgtccctcete
ggggctgcetg
ggtgcctecct
ccattcaaac
cgtgggcaga
tccaccaagg
acaaacatcg
tggagaagcc
ccagaggctg
cacctttact
gccatcacct
gctccactac
accagagggg
ggctggcetet
gtaacagtga
gatgcctgceca
gagatgcttc
gccccaccca
agccaacttt
tagcattttt

63

agggtctgag
gtcgttgcag
tgctcctgaa
cgtggaccge
catgggcacc
gctgetectg
gctggtgecta
cacagccacc
ggtgctgaag
ccaggctgee
tggcttectg
cgactacatce
gattacccct
ggaggtgtat
catggtcacc
cagcaagtgt
cgtggccaag
ggttagcgge
ggggccactg
ctgccagege
cgatgcctge
tgcccaagac
cctetttgee
gtcacagagt
gtctgcecgag
caaagatgtc
ggtggccgec
atggtcagca
tgaggagctg
ggaggcccaa
ctacgccatt
accagctgag
aggctgcage
gccacgaggt
ctgccatgee
gcaggtgacc
gacctcccac
cgtcagcact
gagccggcac
tgtctgggga
tcagcccectee
gcectggecect
ccccaggtgg
aggtcgagcet
atgactttta
aggcaggatt
ttggggggtyg
cctggggget
gagacaggtg
ctgctctatg
aggactgact
ccggcagggt
gcgtgectge
gaagccaagc
ggctgggaag
ggcatggaac
taaggcatgg
agcaagcaga
tctagacctg
attaatatgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3636
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<223> residuos 680-692 del epitopo del extremo C-terminal del anticuerpo
anti-PCSK9 sintético

<400> 49
Arg Ser Arg His Leu Ala Gln Ala Ser Gln Glu Leu Gln
1 5 10

<210> 50

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia parcial JH4 de la linea germinal humana sintética en el
segmento J de la cadena pesada del anticuerpo anti-PCSK9

<400> 50
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser
1 5 10

<210> 51

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> segmento J sintético de longitud completa de JH4 de la linea germinal
humana

<400> 51
Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10 15

<210> 52

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia parcial Jk2 de la linea germinal humana sintética en el
segmento J de la cadena ligera del anticuerpo anti-PCSK9

<400> 52
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
1 5 10

<210> 53

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> segmento J sintético de longitud completa de Jk2 de la linea germinal
humana

64
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ES 2726 040 T3

Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

1

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

54

354
ADN
Mus

<220>
<223>
PCSK9

<400> 54
gaggttcagce
tcctgcacag
cctgaacagg

gacccgaagt
ctgcatctca

tattactatg

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

55

318
ADN
Mus

<220>
<223>
PCSK9

<400> 55
caaattgttc
atgacctgca
tcctecececca

ttcagtggca
gatgctgecca
acaaagttgg

<210> 56
<211> 5
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 56

5

musculus

tgcagcagtc
cttctggett
gcctggagtg
tccaggecaa
gcagcctgac

ctatggacta

musculus

tcacccagtce
gtgccagete
gactctggat
gtgggtctgg
cttattactg
aaataaaa

Arg Ser Arg His Leu

1

<210> 57
<211> 6
<212> PRT
<213>

<220>

5

tggggcagag
caacatcaaa
gattggaagg
ggccactata
atctgaggac

ctggggtcaa

tccagcaatc
aagtgtaagt
ttatttaaca
gacctcttac
tctacagtgg

Secuencia artificial

Secuencia artificial

10

cttatgaagc
gacatgtata
atcgatcctg
acaacagaca
actgcegtcet

ggaacctcag

atgtctgcat
tacatgcact
ttcaacttgg
tctctctcaa

agtagtgacc

caggggccte
tgagctgggt
cgaatggtca
cateccteccaa
attactgtge

tcaccgtcete

ctccagggga
ggtaccagca
cttectggagt
tcagcagcat
cacccacgtt

65

regién variable de la cadena pesada del anticuerpo
de ratdon LFU270

agtcaagttg
gaggcagagg
tactaactat
aacagcctac
tagaagttac

ttca

region variable de la cadena ligera del anticuerpo
de ratdén LFU270

gaaggtcacc
gaagccagga
ccetgetege
ggaggctgaa
cggctegggg

mutante C-terminal contra PCSK9 sintético A685X

monoclonal anti-

60

120
180
240
300

354

monoclonal anti-

60

120
180
240
300
318
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<223> marca de his6, marca de 6-His, marca de HIS C-terminal sintética

<400> 57
His His His His His His
1 5

<210> 58
<211> 19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético de amplificacidén por RT-PCR V-H14 para la regiodn
variable de la cadena pesada

<400> 58
cttcctgatg gcagtggtt 19

<210> 59
<211> 39
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético de amplificacidén por RT-PCR HCconstante para 1la
regioén variable de la cadena pesada

<400> 59
gcgtctagaa yctccacaca caggrrccag tggatagac 39

<210> 60

211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético de amplificacidén por RT-PCR Vkappa4/5 para la regidn
variable de la cadena ligera

<400> 60
tcagcttcyt gctaatcagt g 21

<210> 61

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador sintético de amplificacidén por RT-PCR LCconstante para 1la
regioén variable de la cadena ligera

<400> 61
gcgtctagaa ctggatggtg ggaagatgg 29
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<210> 62

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> conector flexible C-terminal sintético y marca de 6-His

<400> 62
Ala Ala Gly Ala Ser His His His His His His
1 5 10

<210> 63

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> marca sintética de Avi para la biotinilacién dirigida al sitio

<400> 63

Gly Gly Gly Leu Asn Asp Ile Phe Glu Ala Gln Lys Ile Glu Trp His
1 5 10 15

Glu

<210> 64

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDRH1 sintética de SRO66 (humaneered)

<400> 64
Thr Tyr Tyr Met Asn

1 5

<210> 65

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDRH1 sintética de SR@38 (de ratédn)

<400> 65
Asp Met Tyr Met Ser
1 5

<210> 66

<211> 5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> CDRH1 sintética de SRO79 (humaneered)

<400> 66
Thr Met Tyr Met Ser
1 5

<210> 67

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> extremo N-terminal sintético de la cadena ligera (LC) de 7472

<400> 67
Glu Ile Val Met
1

<210> 68

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR1 sintética de la cadena ligera (LC) de 7472

<400> 68
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser His Val Ala
1 5 10

<210> 69

<211> 4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> extremo N-terminal sintético de la cadena ligera (LC) de LFU720 y pJG1@

<400> 69
Gln Ile Val Leu
1

<210> 70

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regién determinante de la complementariedad 1 (CDR1l) sintética de la
cadena ligera (LC) de LFU720

<400> 70
Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met His
1 5 10
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<210> 71

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> regién determinante de la complementariedad 1 (CDR1l) sintética de la
cadena ligera (LC) de pJGle

<400> 71
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Tyr Met His
1 5 10

210> 72

211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 sintética de la cadena pesada (CDRH3) de 7472 y LFU720

<400> 72
Cys Ala Arg Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 73

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR3 sintética de la cadena pesada (CDRH3) de plGe4

<400> 73
Cys Ala Arg Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 74

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> CDR2 sintética de la cadena pesada anti-PCSK9

<400> 74

Arg Ile Asp Pro Ala Asn Glu His Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 75

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> CDR3 sintética de la cadena pesada anti-PCSK9

<221> VARIANTE
<222> (6)...(6)
<223> Xaa = Ala o Asn

<400> 75
Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Xaa Met Asp Tyr
1 5

<210> 76

<211> 23

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FR1 sintética de la cadena ligera anti-PCSK9

<220>

<221> VARIANTE

<222> (4)...(4)

<223> Xaa = Met o Leu

<400> 76
Glx Ile Val Xaa Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que se une a la proproteina convertasa subtilisina/kexina de tipo 9 (PCSK9), donde el anticuerpo
comprende:

una region variable de la cadena pesada y

una regién variable de la cadena ligera, donde la region variable de la cadena pesada y la regién variable de la cadena
ligera comprenden cada una las tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR) siguientes: CDR1, CDR2
y CDR3; donde:

i) la CDR1 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:6;

ii) la CDR2 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:9;

i) la CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:13;
iv) la CDR1 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:20;

v) la CDR2 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:23; y

vi) la CDRS3 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26,

o donde:

i) la CDR1 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:7;

ii) la CDR2 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:10;

iii) la CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:12 o
SEQ ID NO:13;

iv) la CDR1 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21;

v) la CDR2 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:24; y

vi) la CDRS3 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde:

i) la CDR1 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:6;
ii) la CDR2 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:9;
iii) la CDRS3 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:13;
iv) la CDR1 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:20;
v) la CDR2 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO:23;
vi) la CDRS3 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26.

3. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde:

i) la CDR1 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:7;
ii) la CDR2 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:10;
iii) la CDRS3 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:12;
iv) la CDR1 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21;
v) la CDR2 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:24;
vi) la CDRS3 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26.

4. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde:

i) la CDR1 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:7;
ii) la CDR2 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO:10;
iii) la CDR3 de la region variable de la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:13;
iv) la CDR1 de la region variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:21;
v) la CDR2 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:24;
vi) la CDRS3 de la regién variable de la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:26.

5. El anticuerpo de la reivindicaciéon 1, donde el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
SEQ ID NO:1 y una region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:15.

6. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
SEQ ID NO:2 y una region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:16.

7. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
SEQ ID NO:2 y una regién variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:18.

8. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
SEQ ID NO:4 y una region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:16.

9. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde el anticuerpo comprende una region variable de la cadena pesada de
SEQ ID NO:3 y una regién variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:17.

10. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de
SEQ ID NO:3 y una region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:19.
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11. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde el anticuerpo comprende una regién variable de la cadena pesada de
SEQ ID NO:5 y una region variable de la cadena ligera de SEQ ID NO:17.

12. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde el anticuerpo es un fragmento FAb’, o donde el
anticuerpo es una IgG, o donde el anticuerpo es un anticuerpo de cadena unica, o donde el anticuerpo comprende
regiones constantes humanas, o donde el anticuerpo esta unido a una proteina portadora, o donde el anticuerpo esta
PEGilado o donde el anticuerpo esta humanizado.

13. Una composicion que comprende un anticuerpo de la reivindicacion 1y un excipiente fisioldgicamente compatible.

14. La composicion de la reivindicacion 13, donde la composicién comprende ademas un segundo agente que reduce
los niveles de colesterol lipoproteico de baja densidad (LDL-C) en un individuo.

15. Una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo de la reivindicacion 1 para su uso en un método de reduccion
de LDL-C en un individuo que lo necesite.

16. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 15, donde el individuo presenta un grado de respuesta
anormalmente bajo a la terapia de estatinas o es resistente a esta, o donde el individuo es intolerante a la terapia de
estatinas, o donde el individuo presenta un nivel de LDL-C de referencia de al menos aproximadamente 100 mg/dL, o
donde el individuo padece hipercolesterolemia familiar, o donde el colesterol total se reduce con LDL-C, o donde el
individuo parece trigliceridemia, o donde el individuo presenta una mutacién en el gen PCSK9 de ganancia de funcion
o donde el individuo padece dislipidemia inducida por farmacos.

17. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 16, donde dicho anticuerpo es para la administracion
con una cantidad terapéuticamente eficaz de un segundo agente eficaz a la hora de reducir LDL-C en el individuo.

18. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 16 o la composicion de acuerdo con la reivindicacion
14, donde el segundo agente es una estatina, preferentemente donde la estatina se selecciona del grupo constituido
por atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina, lovastatina, mevastatina, pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina y
simvastatina, o donde el segundo agente se selecciona del grupo constituido por fibratos, niacina y sus analogos,
inhibidores de la absorcion de colesterol, captadores de acido biliar, miméticos de la hormona de la tiroides, un inhibidor
de la proteina de transferencia de triglicéridos microsomal (MTP), un inhibidor de la diacilglicerol-aciltransferasa
(DGAT), un &cido nucleico inhibidor que tenga PCSK9 como diana y un acido nucleico inhibidor que tenga apoB100
como diana.
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Figura 1

Secuencias de las regiones variables del mAb de raton progenitor LFU720

Region variable de la cadena pesada de LFU720

EVQLQQSGAELMKPGASVKLSCTASGFNIKDMYMSWVRQRPEQGLEWIGRIDPAN
GHTNYDPKFQAKATITTDTSSKTAYLHLSSLTSEDTAVYYCARSYYYYAMDYWGQ
GTSVTVSS

Region variable de la cadena ligera (kappa) de LFU720

QIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYMHWYQQKPGSSPRLWIYLTFNLA
SGVPARFSGSGSGTSYSLSISSMEAEDAATYYCLQWSSDPPTFGSGTKLEIK
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Figura 2

Secuencias de las regiones variables del Ab NVP-LGT209
pJG04 (Vh) +pJG10 (Vk)

Vh de pJG04

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSTMYMSWVRQAPGQGLEWMGRIDPA
NEHTNYAQKFOGRVTMTRDTSISTAYMELSRLTSDDTAVYYCARSYYYYNMDYW

GQGTLVTVSS

Vk de pJG10

QIVLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIYGVFRRATGI
PDRFSGSGSGTDFTLTIGRLEPEDFAVYYCLQWSSDPPTFGQGTKLEIK
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Figura 3

Secuencias de las regiones variables del Ab NVP-LGT210
pJGO04 (Vh) +pJGO1 (VK)

Vh de pJG04

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSTMYMSWVRQAPGQGLEWMGRIDPA
NEHTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLTSDDTAVYYCARSYYYYNMDYW
GQGTLVTVSS

Vk de pJGO1

EIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQOSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIYGVFRRATG
IPDRFSGSGSGTDFTLTIGRLEPEDFAVY Y CLQWSSDPPTFGQGTKLEIK
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Figura 4

Secuencias de las regiones variables del Ab NVP-LGT211
pSR74 (Vh) +pJG10 (Vk)

Vh de pSR074

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFSTMYMSWVRQAPGQGLEWMGRIDPA
NEHTNYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELSRLTSDDTAVYYCARSYYYYAMDYW
GQGTLVTVSS

Vk de pJG10

QIVLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSYMHWYQQKPGQAPRLLIYGVFRRATGI
PDRFSGSGSGTDFTLTIGRLEPEDFAVY YCLQWSSDPPTFGQGTKLEIK
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Figura 5A
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Figura 5B
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Figura 5C
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Figura 6A
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Figura 6C
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Figura 8

5P20 (no altera la FRET)

C|50 > 1000 nM

migG 5P20 Log[nM]
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Figura 9
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Figura 10

Anticuerpo (i.p.) Minibomba osmatica de implante con hPcsk9

f '

3 0 24h

 Ratongs C57BLIG de origen natural (9 semanas de edad)
v Alzet: 20010 (8 pith,bombade 241, 0.2 ml) I No-HDLC (Helene)
*Infusion i.v. - minbomba implantada s.. con ™ (ojasterol total (Olympus)
catéter en la vena yugular hPeskd (ELISA)
Anticuerpo (ELISA)

LGT209 (20 mpk ip.) + hPeskd (3 pgh i)

-~ LGT211 (20 mpk i) + hPeskd (3 ghh iv)
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Figura 12

Inmunotransferencia de Westem para LDL-R de preparados de membrana hepatica
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Figura 13
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Figura 14

Perfil PK de mAb de IgG “tipico” en ratas sin TMS
(linea sodlida) - solapado con datos experimentales
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