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Relatério Descritvo da Patente de Invencdo para
"MOLECULA DE ANTICORPO ANTI-PEPTIDEO BETA-A4,
COMPOSICOES E SEUS USOS".

[001] A presente invencdo refere-se a moléculas de anticorpo
capazes de especificamente reconhecer duas regifes do peptideo B-
A4, onde a primeira regido compreende a sequéncia de aminoacido
AEFRHDSGY conforme mostrado na SEQ ID NO:1 ou um seu
fragmento e onde a segunda regido compreende a sequéncia de
aminoacido VHHQKLVFFAEDVG conforme mostrado na SEQ ID NO:2
ou um seu fragmento. Ainda, moléculas de acido nucléico codificando
as moléculas de anticorpo da invencdo e vetores e hospedeiros
compreendendo as ditas moléculas de acido nucléico sdo descritos.
Em adicdo, a presente invengcao prové composicdes, de preferéncia
composicfes farmacéuticas ou de diagndstico, compreendendo os
compostos da invencdo, bem como usos especificos de moléculas de
anticorpo, moléculas de acido nucléico, vetores ou hospedeiros da
invencao.

[002] Varios documentos sdo citados no texto do relatério
descritivo. Cada um dos documentos citados aqui (incluindo quaisquer
relatorios descritivos do fabricante, instrucdes, etc) sdo aqui incorporados a
titulo de referéncia.

[003] Cerca de 70% de todos os casos de deméncia sao devido a
doenca de Alzheimer que estd associada a dano seletivo de regibes
cerebrais e circuitos neurais criticos para cognicdo. A doenca de
Alzheimer € caracterizada por emaranhados neurofibrilares em
particular em neurdnios piramidais do hipocampo e varias placas
amiloide contendo a maior parte um nucleo denso de depésitos de
amiloide e halos neutralizados.

[004] As placas neuriticas extracelulares contém grandes

guantidades de um peptideo predominantemente fibrilar chamado
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"amiloide B", "Ap4", "B -A4" ou "AB", vide Selkoe (1994), Ann. Rev. Cell
Biol., 10, 373-403, Koo (1999), PNAS Vol. 96, pp. 9989-9990, U.S.
4.666.829 ou Glenner (1984), BBRC 12, 1131. Este Bamiloide é
derivado da "proteina precursora de Alzheimer/proteina precursora de
B-amiloide" (APP). APPs sdo glicoproteinas de membrana integral
(vide Sisodia (1992), PNAS Vol. 89, pp. 6075) e sao
endoproteoliticamente clivadas dentro da sequéncia AB por uma
protease de membrana do plasma, a-secretase (vide Sisodia (1992),
loc. cit.). Ainda, atividade de secretase adicional, em particular atividade
B-secretase e y-secretase, leva a liberacao extracelular de amiloide B(AB)
compreendendo ou 39 aminoacidos (AB39), 40 aminoacidos (Ap40), 42
aminoacidos (Ap42) ou 43 aminoacidos (AB43); Vide Sinha (1999), PNAS
96, 11094-1053; Price (1998), Science 282, 1078 a 1083; WO 00/72880
ou Hardy (1997), TINS 20, 154.

[005] Deve ser observado que AP tem varias formas de
ocorréncia natural, com o que as formas humanas séo referidas como
AB39, AB40, Ap4l, Ap42 e AB43 acima mencionadas. A forma mais
proeminente, Ap42, tem a sequéncia de aminoacido (comecando do
terminal  N): DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLM-
VGGVVIA (SEQ ID NO:27). Em Ap41, AB40, AB39, os aminoécidos C-
terminais A, IA e VIA estao faltando, respectivamente. Na forma Ap43
um residuo treonina adicional € compreendido no C-terminal da
sequéncia acima mostrada (SEQ ID NO:27).

[006] O tempo requerido para nuclear as fibrilas de Ap40 foi
mostrado ser significantemente mais longo do que aquele para nuclear
as fibrilas de AB42; Vide Koo, loc. cit. e Harper (1997), Ann. Rev.
Biochem. 66, 385-407. Conforme revisto em Wagner (1999), J. Clin.
Invest. 104, 1239-1332, a Ap42 é mais frequentemente encontrada
associada com as placas neuriticas e € considerada ser mais

fibrilogénica in vitro. Foi também sugerido que a AB42 serve como uma
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"semente" na polimerizacdo dependente de nucleacdo de peptideos
AB néo-cristalinos ordenados; Jarrett (1993), Cell 93, 1055-1058.

[007] Deve ser enfatizado que processamento de APP
modificada e/ou a geracdo de placas extracelulares contendo
deposicdes proteindceas ndo sao apenas conhecidos da patologia de
Alzheimer, mas também de individuos que sofrem de outros disturbios
neurolégicos elou neurodegenerativos. Esses disturbios
compreendem, inter alia, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria com amiloidose do tipo Holandesa, doenca de Parkinson,
ALS (esclerose lateral amiotrépica), doenca Creutzfeld Jacob,
deméncia relacionada ao HIV e neuropatia motora.

[008] A fim de prevenir, tratar e/ou aliviar distUrbios e/ou doencas
relacionadas a deposicdo patolégica de placas amiloide, meios e
métodos devem ser desenvolvidos, 0os quais ou interferem com a
formacdo de placa p-amiloide, que sao capazes de prevenir a
agregacao de Ap e/ou sao Uteis na despolimerizacdo de depdsitos de
amiloide ja formados ou agregados de amiloide-p.

[009] Desse modo, e considerando os defeitos severos de
biologia amiloide modificada e/ou patoldgica, meios e métodos para
tratamento de disturbios relacionados a amiloide sdo altamente
desejaveis. Em particular, drogas eficientes que ou interferem com
agregacao de amiloide patolégica ou que sdo capazes de
despolimerizacdo de AP agregado sédo desejadas. Ainda, meios de
diagnéstico sdo desejaveis para detectar, inter alia, placas amiloide.
[0010] Desse modo, o problema técnico da presente invencdo é
agir de acordo com as necessidades descritas acima.

[0011] Desse modo, a presente invencdo refere-se a uma
molécula de anticorpo capaz de especificamente reconhecer duas
regides do peptideo B-A4/AB4, onde a primeira regido compreende a
sequéncia de aminoacido AEFRHDSGY (SEQ ID NO:1) ou um seu
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fragmento e onde a segunda regido compreende a sequéncia de
aminoacido VHHQKLVFFAEDVG (SEQ ID NO:2) ou um seu
fragmento.

[0012] No contexto da presente invencdo, o termo "molécula de
anticorpo" refere-se a moléculas de imunoglobulina completas, de
preferéncia IgMs, IgDs, IgEs, IgAs ou IgGs, com mais preferéncia
IgG1, IgG2a, 1gG2b, IgG3 ou IgG4 bem como partes de tais moléculas
de imunoglobulina, tais como fragmentos Fab ou regides V.., Vu. ou
CDR. Ainda, o termo refere-se a moléculas de anticorpo modificadas
e/ou alteradas, tais como anticorpos quiméricos e humanizados. O
termo também refere-se a anticorpos monoclonais ou policlonais
modificados ou alterados bem como anticorpos recombinantemente ou
sinteticamente gerados/sintetizados. O termo também refere-se a
anticorpos intactos bem como a fragmentos de anticorpo/suas partes,
tal como, cadeias leves e pesadas separadas, Fab, Fab/c, Fv, Fab',
F(ab).. O termo "molécula de anticorpo” também compreende
derivados de anticorpo, os anticorpos bifuncionais e constru¢des de
anticorpo, tal como Fvs de cadeia simples (scFv), scFvs biespecificos
ou proteinas de fusdo de anticorpo. Detalhes adicionais sobre o termo
"molécula de anticorpo” da invencao séo providos abaixo.

[0013] O termo ‘“especificamente reconhecendo” significa de
acordo com a presente invengdo que a molécula de anticorpo é capaz
de especificamente interagir com e/ou se ligar a pelo menos dois
aminoacidos de cada uma das duas regides de B-A4 conforme aqui
definido. O dito termo refere-se a especificidade da molécula de
anticorpo, isto é, a sua habilidade em discriminar entre as regides
especificas do peptideo B-A4 conforme aqui definido e uma outra,
regido nao-relacionada do peptideo Bp-A4 ou uma outra,
proteina/peptideo/peptideo de testes (n&o-relacionados) relacionados

a APP. Desse modo, especificidade pode ser determinada

Peticao 870190126456, de 02/12/2019, pag. 8/153



5/130

experimentalmente através de métodos conhecidos na técnica e
métodos conforme mostrado e descrito aqui. Tais métodos
compreendem, mas nao estdo limitados a testes Western blots,
ELISA-, RIA-, ECL-, IRMA- e escaneamento de peptideo. Tais
métodos também compreendem a determinacdo de valores Kp
conforme, inter alia, ilustrado nos exemplos apensos. O escaneamento
de peptideo (ensaio "pepspot”) € rotineiramente empregado para
mapear epitopos lineares em um antigeno de polipeptideo. A
sequéncia primaria do polipeptideo € sintetizada sucessivamente em
celulose ativada com peptideo sobrepondo um ao outro. O
reconhecimento de certos peptideos pelo anticorpo a ser testado
gquanto a sua habilidade em detectar ou reconhecer um
antigeno/epitopo especifico é registrado através de desenvolvimento
de cor de rotina (anticorpo secundario com peroxidase de rabano
silvestre e 4-cloronaftol e peréxido de hidrogénio), através de uma
reacdo quimioluminescente ou meios similares conhecidos na técnica.
No caso de, inter alia, reagdes de quimioluminescéncia, a reacao pode
ser quantificada. Se o anticorpo reage com um certo conjunto de
peptideos se sobrepondo, uma pessoa pode deduzir a sequéncia
minima de aminoacidos que é necessaria para a rea¢ao; vide Exemplo
6 ilustrativo e Tabela 2 anexa. O mesmo ensaio pode revelar dois
agrupamentos distantes de peptideos reativos, o que indica o
reconhecimento de um epitopo descontinuo, isto €, conformacional, no
polipeptideo antigénico (Geysen (1986), Mol. Immunol. 23, 709-715).

[0014] Em adic&o ao ensaio "pepspot”, ensaio ELISA padrao pode
ser realizado. Conforme demonstrado no exemplos anexos
hexapeptideos pequenos podem ser acoplados a uma proteina e
revestidos em uma imunoplaca e reagidos com anticorpos a serem
testados. O registro pode ser realizado através de desenvolvimento de

cor padrdo (por exemplo, anticorpo secundario com peroxidase de
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rabano silvestre e tetrametil benzidina com peréxido de hidrogénio). A
reacdo em certas cavidades é registrada através da densidade optica,
por exemplo, a 450 nm. Base tipica (=reac¢do negativa) pode ser 0,1
OD, reacdao positiva tipica pode ser 1 OD. Isto significa que a diferenca
(razdo) positivo/negativo pode ser mais de 10 vezes. Detalhes
adicionais sdo dados nos exemplos anexos. Métodos quantitativos,
adicionais, para determinacdo da especificidade e habilidade de
"especificamente reconhecer" as duas regides aqui definidas do
peptideo B-A4 sdo dados abaixo.

[0015] O termo "duas regides do peptideo p-A4" refere-se a duas
regides conforme definido pelas suas sequéncias de aminoacido
mostradas nas SEQ ID NOs: 1 e 2, com relacdo aos aminoacidos N-
terminais 2 a 10 e aos aminoacidos centrais 12 a 25 do peptideo pB-A4.
O termo "peptideo B-A4" no contexto da presente invencéao refere-se a
AB39, Ap4l, Ap43 acima descritos, de preferéncia a Ap40 e Ap42.
ApB42 é também mostrado na SEQ ID NO:27 anexa. Deve ser
observado que o termo "duas regifes do peptideo B-A4" também
refere-se a um "epitopo" e/ou um "determinante antigénico" que
compreende as duas regides aqui definidas do peptideo p-A4 ou suas
partes. De acordo com a presente invencao, as ditas duas regides do
peptideo B-A4 sdo separadas (no nivel da sequéncia de aminoacido)
na estrutura primaria do peptideo B-A4 por pelo menos um
aminoacido, de preferéncia por pelo menos dois aminoacidos, com
mais preferéncia por pelo menos trés aminoacidos, com mais
preferéncia por pelo menos quatro aminoacidos, com mais preferéncia
por pelo menos cinco aminoacidos, com mais preferéncia pelo menos
seis aminoacidos, com mais preferéncia pelo menos nove aminoacidos
e com mais preferéncia pelo menos doze aminoacidos. Conforme
mostrado aqui e conforme documentado nos exemplos anexos, 0S

anticorpos/moléculas de anticorpo da invencédo detectam/interagem
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com e/ou se ligam a duas regides do peptideo B-A4 conforme aqui
definido, com o que as duas regibes sdo separadas (no nivel da
estrutura primaria da sequéncia de aminoacido) por pelo menos um
aminoacido e onde a sequéncia separando as ditas duas regides/
"epitopo” pode compreender mais do que dez aminodacidos, de
preferéncia 14 aminoacidos, com mais preferéncia 15 aminoacidos ou
16 aminoacidos. Por exemplo, Fab MSR-3 (como uma molécula de
anticorpo da invencéo) reconhece detecta/interage com duas regioes
no peptideo B-A4, com o que a dita primeira regido compreende
aminoacidos 3 e 4 (EF) e as ditas regides compreendem aminoacidos
18 a 23 (VFFAED). Desse modo, a sequéncia que separada entre a
regido/epitopos a serem detectados/reconhecidos tem um
comprimento de 13 aminoacidos na estrutura de sequéncia de
aminoacido primaria. Similarmente, IgGl1 MSR No0.3.4H7, uma
molécula de anticorpo otimizada e madura derivada de MSR-3 e
compreendida em uma estrutura de IgG1, detecta/interage com/se liga
a dois epitopos/regides de B-A4 que compreendem na primeira regiao
posicdes 1 a 4 (DAEF) e na segunda regido posicoes 19 a 24
(FFAEDV) de B-A4 conforme aqui definido. Desse modo, IgG1 MSR
No.3.4H7 reconhece/detecta/interage = com/se liga a dois
epitopos/regides que sdo, no nivel de sequéncia de aminoéacido
primaria, separados por 14 aminoéacidos. Conforme detalhado nos
exemplos anexos, maturagcao de afinidade e conversédo de fragmentos
Fab da invengcdo monovalentes em anticorpos IgG1l de comprimento
completo podem resultar em uma certa ampliacdo dos
epitopos/regides detectados no "pepspot”, ensaios ELISA e etc. Desse
modo, as moléculas de anticorpo da invencdo sdo capazes de
simultaneamente e independentemente reconhecer duas regides do
peptideo B-A4/Ap4 onde as ditas regides compreendem a sequéncia

de aminoacido conforme mostrado na SEQ ID NO:1 (ou suas partes) e
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a seguéncia de aminoacido conforme mostrado na SEQ ID NO:2 (ou
(uma) parte(es) dela). Devido a ampliacdo potencial de epitopos
conforme detalhado aqui €, no entanto, também imaginado que os
aminoacidos em proximidade grande com as sequéncias das SEQ ID
NOs: 1 e 2 sejam detectadas/reconhecidas, isto é, que 0os aminoacidos
adicionais sao partes das duas regioes a serem
detectadas/reconhecidas. Desse modo, € também imaginado que, por
exemplo, o primeiro aminoacido de Ap (1-42) conforme aqui definido, a
saber D (acido aspartico) em parte de um epitopo a ser
detectado/reconhecido, ou aqueles aminoacidos localizados apés a
regidao de Ap (1-42) conforme definido na SEQ ID NO:2 sejam
detectados/reconhecidos. O dito aminoacido adicional pode ser, por
exemplo, o0 aminoacido na posi¢do 26 da SEQ ID NO:27 (BA4/AB (1-
42)), a saber S (Serina).

[0016] O termo pode também se referir a um epitopo
conformacional, um epitopo estrutural ou um epitopo descontinuo
consistindo nas duas regides ou partes delas; vide também Geysen
(1986); loc. cit. No contexto da presente invencdo, um epitopo
conformacional é definido por duas ou mais sequéncias de aminoacido
diferentes separadas na sequéncia primaria que se unem na superficie
guando o polipeptideo se transforma na proteina nativa (Sela (1969)
Science 166, 1365 e Laver (1990) Cell 61, 553-6). As moléculas de
anticorpo da presente invencdo sao imaginadas especificamente se
ligarem alinteragir com um(ns) epitopo(s)
conformacional(is)/estrutural(is) composto(s) de e/ou compreendendo
as duas regibes de B-A4 descritas aqui ou suas partes conforme
descrito abaixo. As "moléculas de anticorpo” da presente invengao sao
imaginadas compreender uma especificidade dual simultdanea e
independente para (a) um prolongamento de aminoacido

compreendendo os aminoacidos 2 a 10 (ou (a) sua(s) parte(s)) de p-A4
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e (b) um prolongamento de aminoacido compreendendo o0s
aminoacidos 12 a 25 (ou (a) sua(s) parte(s)) de p-A4 (SEQ ID NO:27).
Fragmentos ou partes desses prolongamentos compreendem pelo
menos dois, com mais preferéncia pelo menos trés, aminoacidos. Os
fragmentos ou partes preferidos estao na primeira
regido/prolongamento da SEQ ID NO:27 das sequéncias de
aminoacido AEFRHD, EF, EFR, FR, EFRHDSG, EFRHD ou HDSG e
na segunda regiao/prolongamento da SEQ ID NO:27 da sequéncia de
aminoacido HHQKL, LV, LVFFAE, VFFAED, VFFA ou FFAEDV.
Conforme acima mencionado, os ditos fragmentos podem
compreender também mais aminoacidos ou podem ser partes dos
fragmentos definidos aqui. Exemplos especificos sdo DAE, DAEF,
FRH ou RHDSG.

[0017] Véarios anticorpos que especificamente reconhecem
peptideos Ap foram descritos na técnica. Esses anticorpos foram
principalmente obtidos através de imunizacdo de animais com Ap1-40
ou AB1-42 ou seus fragmentos usando tecnologias padréo. De acordo
com os dados publicados, anticorpos monoclonais que foram gerados
através de imunizacdo com o peptideo Ap completo (1-40 ou 1-42)
reconhecem exclusivamente um epitopo préximo ao N-terminal de AB.
Ainda, exemplos sédo os anticorpos BAP-1 e BAP-2 (Brockhaus, né&o-
publicado) que foram gerados através de imunizacdo de camundongos
com AB1-40 e que reconhecem os aminoacidos 4-6 no contexto de
peptideos AB maiores; Vide Exemplo 7, Tabela 2 e Exemplo 12,
Tabela 7 anexos. Anticorpos que reconhecem a parte média de AR
derivam de imunizagcdes com peptideos menores. Por exemplo, o
anticorpo 4G8 foi gerado através de imunizagcdo com o peptideo Ap 1-
24 e reconhece exclusivamente a sequéncia 17-24 (Kimm (1988)
Neuroscience Research Communications 2, 121-130). Muitos outros

anticorpos monoclonais foram gerados através de imunizacdo dos
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camundongos com fragmentos derivados de AB, e anticorpos
reconhecendo a extremidade C terminal de AB1-40 e AB1-42 séo
amplamente usados para distinguir e quantificar os peptideos Ap
correspondentes em fluidos biol6gicos e tecidos através de ELISA,
Western blot e andlise imunohistoquimica (Ida e outros (1996) J. Biol.
Chem. 271, 22908-22914; Johnson-Wood e outros, (1997), Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. (1994), 1550-1555; Suzuki e outros (1994) Science
264, 1336-1340; Brockhaus (1998), Neuro. Rep. 9, 1481-1486). BAP-
17 é um anticorpo monoclonal de camundongo que foi gerado atravées
de imunizacdo dos camundongos com fragmento de AB 35-40. Ele
reconhece especificamente o C-terminal de Ap1-40 (Brockhaus (1998)
Neuroreport 9, 1481-1486).

[0018] Acredita-se que a imunizacdo com antigenos dependentes
de célula T (muitas vezes imundégenos pobres) requer uma clivagem
proteolitica do antigeno nos endossomas de células apresentando
antigeno. A selecdo in vivo de anticorpos de alta afinidade apds
imunizagdo € direcionada pelo contato de células T auxiliares com
células apresentando antigeno. As células apresentando antigeno
apenas apresentam peptideos curtos e ndo polipeptideos de tamanho
grande. Desse modo, essas células tém um mecanismo complicado
(mas bem conhecido) para endocitose do(s) antigeno(s), degradar o(s)
antigeno(s) nos endossomas, combinar peptideos selecionados com
moléculas da classe | de MHC adequadas e exportar o complexo
peptideo-MHC para a superficie celular. Aqui é onde o reconhecimento
especifico de antigeno pelas células T acontece, com 0 objetivo de
prover auxilio para maturacao de células B. As células B que recebem
a maior parte da ajuda da célula T tém a melhor chance de se
desenvolverem em células de secrecao de anticorpo e de proliferarem.
Isso mostra que o processamento de antigeno pela protedlise € uma

etapa importante para a geracdo de uma resposta de anticorpo de alta
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afinidade in vivo e pode explicar a dominancia do epitopo AB N-
terminal nos anticorpos monoclonais e policlonais da técnica anterior
derivados através de imunizacdo. Em contraste, a selecdo de
anticorpos/moléculas de anticorpo da presente invencao é direcionada
pela aderéncia fisica de fagos expressando Fab ao antigeno. N&do ha
nenhuma degradacdo do antigeno envolvido neste processo de
selecdo in vitro. Os fagos que expressam o Fab com a maior afinidade
para o antigeno sao selecionados e propagados. Uma biblioteca
sintética conforme empregado nos exemplos anexos para selecionar
moléculas de anticorpo especificas de acordo com a presente
invencdo é particularmente adequada para evitar qualquer propensao
a epitopos simples, continuos, que sdo muitas vezes encontrados em
bibliotecas derivadas de células B imunizadas.

[0019] Deve ser observado que a técnica anterior ndo descreveu
moléculas de anticorpo reconhecendo duas regides independentes de
Ap4 que especificamente reconhecem (@) epitopo(s)
descontinuo(s)/estrutural(is)/conformacional(is) e/ou que sdo capazes
de simultaneamente e independentemente reconhecer duas
regides/epitopos de AB4. Vacinacdo de camundongos transgénicos
superexpressando APP humana mutante V777 (Camundongos
PDAPP) com AB1-42 resultou em prevencao quase que completa de
deposicdo de amiloide no cérebro quando tratamento foi iniciado em
animais jovens, isto é, antes do inicio de neuropatologias, enquanto
que em animais mais velhos uma reducéo de placas ja formadas foi
observada sugerindo desobstrucdo mediada por anticorpo de placas
(Schenk e outros (1999), Nature 400, 173-177). Os anticorpos gerados
por esse procedimento de imunizagcdo eram reativos contra o N-
terminal de AB4 cobrindo um epitopo em torno dos aminoacidos 3-7
(Schenk e outros (1999), loc. cit.; WO 00/72880). Imunizacao ativa

com ABl-42 também reduziu o dano comportamental e perda de
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memodria em modelos transgénicos diferentes para Doenca de
Alzheimer (Janus e outros (2000) Nature 408, 979-982; Morgan e
outros (2000) Nature 408, 982-985). Estudos subsequentes com
anticorpos perifericamente administrados, isto €, imunizacdo passiva,
confirmaram que anticorpos podem entrar no sistema nervoso central,
decorar placas e induzir desobstrucdo de placas amiloide
preexistentes em camundongos transgénicos APP (camundongos
PDAPP) (Bard e outros (2000) Nat. Med. 6, 916-919; WO 00/72880).
Nesses estudos, 0s anticorpos monoclonais com a eficacia in vivo e ex
vivo mais potente (iniciacdo de fagocitose em células microgliais
exdgenas) eram aqueles que reconheceram epitopos N-terminais Ap4
1-5 (mab 3D6, IgG2b) ou 3-6 (mab 10D5, IgG1). Da mesma maneira,
anticorpos policlonais isolados de camundongos, coelhos ou macacos
apos imunizacdo com ABl-42 mostraram uma especificidade de
epitopo N-terminal similar e eram também eficazes na iniciacdo de
fagocitose e em desobstrucdo de placa in vivo. Em contraste,
anticorpos especificos C-terminais se ligando a Ap1-40 ou Ap1-42 com
alta afinidade néo induziram fagocitose no ensaio ex vivo e nao foram
eficazes in vivo (WO 00/72880). Anticorpo monoclonal m266 (WO
00/72880) foi criado contra Ap13-28 (dominio central de Ap) e
mapeamento de epitopo confirmou a especificidade de anticorpo cobrir
0s aminodacidos 16-24 na sequéncia de AB. Este anticorpo ndo se liga
bem a AB agregado e depdsitos de amiloide e apenas reage com Ap
solavel (monomeérico), isto €, propriedades que sdo similares a um
outro anticorpo monoclonal bem conhecido e comercialmente
disponivel (4G8; Kim (1988) Neuroscience Research Communications
2, 121-130; comercialmente disponivel da Signet Laboratories Inc.
Dedham, MA U.S.A.) que reconhece o mesmo epitopo.

[0020] In vivo, 0 anticorpo m266 foi recentemente verificado

reduzir bastante a deposicdo de Ap em camundongos PDAPP apds
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administracdo periférica (DeMattos (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
98, 8850-8855). No entanto, e em contraste com 0s anticorpos
especificos N-terminais, m266 ndo decorou placas amiloide in vivo, e
foi entdo tido como hipotese que a queima de AB no cérebro foi
reduzida por uma mudanca induzida por anticorpo no equilibrio entre
CNS e AB no plasma resultando no acumulo de AB derivado do
cérebro na periferia, firmemente complexado ao m266 (DeMattos
(2001) loc. cit.).

[0021] Os anticorpos/moléculas de anticorpo da presente
invencao, através de ligacdo simultaneamente (por exemplo, em um
epitopo estrutural/conformacional formado pela regido N-terminal e
central de BA4 conforme aqui descrito) e independentemente (por
exemplo, em ensaios "pepspot” conforme documentado na parte
experimental anexa) aos epitopos N-terminais e centrais, combinam as
propriedades de um anticorpo especifico N-terminal e um anticorpo
especifico de epitopo central em uma unica molécula. Anticorpos com
a especificidade de epitopo dupla, conforme descrito na presente
invencao, sdo considerados ser mais eficazes in vivo, em particular em
ambientes médicos e de diagnostico, por exemplo, reducdo da queima
de placa amiloide ou amiloidogénese ou para a deteccao de depositos
e placas amiloide. E bem sabido que no processo de agregacéo de
AB4 e deposicdo de amiloide, mudancas conformacionais podem
acontecer, e embora o epitopo central seja facilmente acessivel em
Ap4 soluvel ele parece estar escondido e menos reativo em Ap4
agregado ou fibrilar. O fato de que o anticorpo m266 especifico de
epitopo central/médio é eficaz in vivo indica que a neutralizacdo de
AB4 soluvel pode ser também um parametro critico. Os
anticorpos/moléculas de anticorpo da presente invencdo, devido a
especificidade de epitopo dupla, podem se ligar a ambos Ap4 fibrilar e

soluvel com eficacia similar, desse modo permitindo a interagdo com
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placas amiloide bem como neutralizacdo de Ap4 solivel. O termo
"simultaneamente e independentemente se ligando aos epitopos N-
terminais e centrais/médios de B-A4" conforme empregado aqui no
contexto das moléculas de anticorpo da invencéo refere-se ao fato de
gue os anticorpos/moléculas de anticorpo descritos aqui podem
detectar e/ou se ligar a ambos epitopos simultaneamente, isto é, ao
mesmo tempo (por exemplo, em epitopos conformacionais/estruturais
formados pelo epitopo N-terminal (ou (uma) parte(s) dele) e epitopos
centrais (ou (uma) parte(s) dele) de pA4 conforme aqui definido) e que
as mesmas moléculas de anticorpo, no entanto, sdo também capazes
de detectar/se ligar a cada um dos epitopos definidos de uma maneira
independente, como inter alia, demonstrado na analise "pepspot"
mostrada nos exemplos.

[0022] Desobstrucdo de placas amiloide in vivo em camundongos
PDAPP apos aplicacdo direta dos anticorpos ao cérebro ndo é
dependente do subtipo de IgG e pode também envolver um
mecanismo que ndo € Fc mediado, isto €, nenhum envolvimento de
microglia ativada em desobstrucao de placa (Bacskai (2001) Abstract
Society for Neuroscience 31° Annual Meeting, Novembro 10-15, 2001,
San Diego). Esta observagdo estd em contraste com o que foi
postulado em um estudo anterior por Bard (2000) loc. cit.

[0023] Em um outro estudo, anticorpos criados contra peptideos
AB 1-28 e AB 1-16 foram verificados ser eficazes na desagregacao de
fibrilas de AB in vitro, enquanto que um anticorpo especifico para Ap
13-28 era muito menos ativo neste ensaio (Solomon (1997) Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 94, 4109-4112). Prevencéo de agregacao de Ap por
um anticorpo anti-Ap 1-28 (AMY-33) foi também descrita (Solomon
(1996) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93, 452-455). No mesmo estudo, o
anticorpo 6F/3D que foi criado contra o fragmento de AB 8-17 interferiu

ligeiramente com a agregacdo de Ap induzida por Zn?* mas néo tinha
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nenhum efeito sobre a auto-agregacéo induzida por outros agentes de
inducdo de agregacdo. A eficacia dos varios anticorpos nesses
ensaios in vitro se relaciona com a capacidade de acesso de seus
epitopos em agregados de AB4. O N-terminal € exposto e o0s
anticorpos N-terminais especificos claramente induzem
despolimerizagédo, enquanto que a regido central e o C-terminal sao
escondidos e néo sao facilmente acessiveis e desse modo anticorpos
contra esses epitopos sdo muito menos eficazes. Investigagbes com
relacéo a capacidade de acesso de epitopo para anticorpos mostraram
gue no AB agregado o epitopo N-terminal é exposto e reage com o
anticorpo BAP-1, enquanto que o epitopo meédio ou central na verdade
permanece criptico, isto é, nenhuma ligacdo do anticorpo 4G8 foi
observada. No entanto, em AP monomérico ambos epitopos sao
evidentes e sdo igualmente reconhecidos por ambos anticorpos da
técnica anterior.

[0024] Em contraste, na presente invencao, foi
surpreendentemente verificado que as moléculas de anticorpo aqui
descritas reconhecem duas sequéncias de aminoacido descontinuas,
por exemplo, um epitopo conformacional/estrutural no peptideo AB.
Duas "sequéncias de aminoacido descontinuas" de acordo com a
presente invencdo significa que as ditas duas sequéncias de
aminoacido que formam os epitopos N-terminal e central/médio,
respectivamente, sdo separadas em B-A4 em sua estrutura primaria
por pelo menos dois aminoacidos que ndo sao parte de nenhum
epitopo.

[0025] A éarea de ligacdo de um Fab de anticorpo (=paratopo)
ocupa uma superficie molecular de aproximadamente 30 x 30 A de
tamanho (Laver, Cell 61 (1990), 553-556). Isso é suficiente para
contatar 15 a 22 residuos de aminoacido que podem estar presentes

em varias alcas de superficie. O epitopo descontinuo reconhecido

Peticao 870190126456, de 02/12/2019, pag. 19/153



16/130

pelas moléculas de anticorpo da invencédo lembra uma conformacéo
onde as sequéncias de peptideo AB N-terminal (residuos 2 a 10 ou
partes deles) e médio (residuos 12 a 25 ou suas partes) estdo em
grande proximidade. Apenas dentro desta conformacdo, o numero
maximo de contatos de antigeno-anticorpo e o estado de energia livre
mais baixo sdo obtidos. Com base em calculos energéticos foi
sugerido que um subconjunto menor de 5-6 residuos, que ndo sdo
arrumados em uma sequéncia linear mas estdo espalhados na
superficie do epitopo, contribui com a maior parte da energia de
ligacdo enquanto que residuos circundantes podem apenas constituir
uma disposicdo complementar (Laver (1990) loc. cit.).

[0026] Os anticorpos/moléculas de anticorpo da invencdo sao
capazes de se ligarem a Ap agregado e reagem fortemente com
placas amiloide no cérebro de pacientes AD (conforme documentado
nos exemplos anexos). Em adicdo, eles sao capazes de
despolimerizar/desintegrar agregados de amiloide.

[0027] Sem ser limitado pela teoria, 0 epitopo
conformacional/estrutural (composto por duas regides de Ap4 ou (uma)
parte(s) das ditas regibes conforme aqui descrito) € acreditado ser
parcialmente exposto em AB agregado. No entanto, é sabido que a
maior parte do epitopo/regido médio/segundo sozinho nédo é livremente
acessivel nesses agregados de Ap (com base em reatividades pobres
de anticorpos especificos de epitopo médio 4G8 e m266). Por outro
lado, e em vista das consideragbes mencionadas acima, € provavel
gue um ou varios residuos da regido média sejam componentes do
epitopo conformacional e, em conjunto com os residuos da regido N-
terminal, sdo acessiveis aos anticorpos da presente invencéo, desse
modo contribuindo significantemente para a energia de ligacdo da
interacdo de anticorpo-Ap4. A reatividade das moléculas de anticorpo

da invencdo com o epitopo conformacional em Ap agregado € entdo
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Gnica e claramente diferente de anticorpos a-Ap4 descritos na técnica
anterior. Ainda, conforme apontado acima, uma caracteristica Unica
dos anticorpos/moléculas de anticorpo da invencdo € sua capacidade
de simultaneamente e independentemente se ligarem a/reconhecerem
dois epitopos separados em B-A4, conforme aqui definido e nos
exemplos anexos.

[0028] Em uma modalidade preferida da invencdo, a molécula de
anticorpo da invencéo € uma molécula de anticorpo onde pelo menos
duas regides do B-A4 a ser especificamente reconhecido pelo dito
anticorpo formam um epitopo conformacional/estrutural ou um epitopo
descontinuo; vide Geysen (1986), loc. cit.,; Ghoshal (2001) J.
Neurochem. 77, 1372;1385; Hochleitner (2000) J. Imm. 164, 4156-
4161; Laver (1990), loc. cit. O termo "epitopo descontinuo" significa no
contexto da invencao epitopos nao-lineares que sao montados a partir
de residuos de porcbes distantes da cadeia de polipeptideo. Esses
residuos se juntam na superficie quando a cadeia de polipeptideo se
transforma em uma estrutura tridimensional para constituir um epitopo
conformacional/estrutural. A presente invencdo prové epitopos
preferidos, inesperados, dentro de B-A4, que resultam na geracdo da
invencdo de moléculas de anticorpo especificas, capazes de
especificamente interagir com esses epitopos. Esses
anticorpos/moléculas de anticorpo da invencdo provéem a base para
maior eficacia, e um potencial reduzido para efeitos colaterais.
Conforme acima mostrado, os anticorpos da inven¢do, no entanto,
eram também capazes de independentemente interagir com cada uma
das duas regides/epitopos definidos de B-A4, por exemplo, nos
ensaios "pepspot” conforme documentado nos exemplos anexos.
[0029] A presente invencdo, desse modo, prové ferramentas
Unicas que podem ser empregadas para despolimerizar fibrilas de Ap

agregadas in vivo e in vitro e/ou que sao capazes de estabilizar e/ou
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neutralizar um epitopo conformacional de AR monomérico e desse
modo capaz de prevenir a agregacao de AB patoldgica.

[0030] E ainda imaginado que os anticorpos da invencgao se liguem
a depositos de AB na extremidade de placas amiloide em, inter alia,
cérebro de Alzheimer e eficientemente dissolvam as protofibrilas e
fibrilas patologicas.

[0031] Em uma modalidade preferida, a molécula de anticorpo da
invencéo reconhece pelo menos dois aminoacidos consecutivos dentro
das duas regifes de A4 aqui definidas, com mais preferéncia a dita
molécula de anticorpo reconhece na primeira regido uma sequéncia de
aminoacido compreendendo os aminoacidos: AEFRHD, EF, EFR, FR,
EFRHDSG, EFRHD ou HDSG e na segunda regido uma sequéncia de
aminoacido compreendendo os aminoacidos: HHQKL, LV, LVFFAE,
VFFAED, VFFA ou FFAEDV. Fragmentos adicionais ou partes
ampliadas compreendem: DAE, DAEF, FRH ou RHDSG.

[0032] E particularmente preferido que a molécula de anticorpo da
invencdo compreenda uma regido Vu- variavel conforme codificado por
uma molécula de acido nucléico conforme mostrado na SEQ ID NO:3,
5 ou 7 ou uma regido V- variavel conforme mostrado nas sequéncias
de aminoacido mostradas na SEQ ID NO: 4, 6 ou 8. As sequéncias
conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 3 e 4 mostram a regido de
codificacdo e a sequéncia de aminoacido, respectivamente, da regido
Vu. do anticorpo MSR-3 de origem, da invencdo, (MS-Roche 3), as
sequéncias nas SEQ ID NOs: 5 e 6 mostram a regido de codificagéo e
a sequéncia de aminoacido, respectivamente, da regido Vu. da
invencéao, anticorpo MSR-7 de origem (MS-Roche 7) e SEQ ID NOs: 7
e 8 mostram a regido de codificacdo da sequéncia de aminoécido,
respectivamente, da regido Vu. do anticorpo MSR-8 de origem, da
invencdo, (MS-Roche 8). Desse modo, a invengcdo também prové

moléculas de anticorpo que compreendem uma regido V.. variavel
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conforme codificado por uma molécula de &cido nucléico conforme
mostrado em uma SEQ ID NO selecionada do grupo consistindo na
SEQ ID NO:9, 11 ou 13 ou uma regiao V- variavel conforme mostrado
nas sequéncias de aminoacido mostradas na SEQ ID NO: 10, 12 ou
14. As SEQ IS NOs: 9 e 10 correspondem a regidao V.. de MSR-3, as
SEQ ID NOs: 11 e 12 correspondem a regido V.- de MSR-7 e a SEQ
ID NOs: 13 e 14 correspondem a regidao V.. de MSR-8. Conforme
ilustrado nos exemplos anexos, os anticorpos de origem MSR-3, -7 e -
8 sdo empregados para gerar mais moléculas de anticorpo otimizadas
com propriedades e/ou afinidades de ligacao ainda melhores. Algumas
das estratégias correspondentes e possiveis sdo exemplificadas e
mostradas nos exemplos anexos.

[0033] A estratégia de otimizacdo conforme ilustrado nos
exemplos anexos leva a uma pluralidade de anticorpos otimizados da
invencdo. Esses anticorpos otimizados compartiham com seus
anticorpos de origem o dominio CDR-3 da regido Vu.. Enquanto a
regido de estrutura principal original (conforme mostrado na Figura 1
anexa) permanece a mesma, nas moléculas de anticorpo
maduras/otimizadas, as regides V. CDR1, CDR2 e/ou CDR-3 séao
modificadas. Motivos de sequéncia ilustrativos, modificados, para
moléculas de anticorpo otimizadas sdo mostrados na Tabela 1 em
anexo. Desse modo, dentro do escopo da presente invencédo estao
também moléculas de anticorpo otimizadas que sdo derivadas dos
MSR-3, -7 e -8 descritos aqui e que sdo capazes de especificamente
reagir com/especificamente reconhecer as duas regides do peptideo B-
A4 conforme aqui definido. Em particular, as regides CDR, de
preferéncia CDR1s, com mais preferéncia CDR1s e CDR2s, com mais
preferéncia CDR1s, CDR2s e CDR3s conforme aqui definido podem
ser empregadas para gerar mais anticorpos/moléculas de anticorpo da

invencdo, inter alia, através de métodos de enxerto de CDR
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conhecidos na técnica; vide Jones (1986), Nature 321, 522-515 ou
Riechmann (1988), Nature 332, 323-327. Com mais preferéncia, os
anticorpos/moléculas de anticorpo da invencdo bem como fragmentos
ou derivados de anticorpo séo derivados dos anticorpos de origem
conforme descrito aqui e compartilham, conforme descrito acima, o
dominio CDR-3 da regido Vu- com pelo menos um dos ditos anticorpos
de origem. Conforme ilustrado abaixo, € também imaginado que
anticorpos clonados de forma cruzada sejam gerados, 0s quais devem
ser considerados como anticorpos/moléculas de anticorpo
otimizados/amadurecidos da presente invencdo. Desse modo, as
moléculas de anticorpo preferidas podem também compreender ou
podem ser também derivadas de anticorpos/moléculas de anticorpo
gue sao caracterizadas por regides Vu. conforme mostrado em
qualquer uma das SEQ ID NOs: 32 a 45 ou regides V.. conforme
mostrado na SEQ ID NOs: 46 a 59 ou que podem compreender uma
regidao de CDR-3 conforme definido em qualquer uma das SEQ ID
NOs: 60 a 87. Em uma modalidade preferida particular, a molécula de
anticorpo otimizada da presente invencao compreende regides Vu. e
regides V.. conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 88/89 e 90/91,
respectivamente, ou suas partes. Separadamente delas pode(m) ser
(uma(s)) regido(bes) CDR, de preferéncia (uma) regido(6es) CDR-3.
Uma molécula de anticorpo particularmente preferida do tipo otimizado
compreende uma H-CDR3 conforme caracterizado na SEQ ID NO: 92
ou 93 e/ou uma L-CDR3 conforme caracterizado na SEQ ID NO:94 ou
95. E preferido que os anticorpos/moléculas de anticorpo da invenc&o
sejam caracterizados pela sua reatividade especifica com B-A4 e/ou
peptideos derivados do dito B-A4. Por exemplo, densidades 6pticas em
testes ELISA, conforme ilustrado nos exemplos anexos, podem ser
estabelecidas e a razdo de densidades opticas pode ser empregada

para definir a reatividade especifica dos anticorpos de origem ou
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otimizados. Desse modo, um anticorpo preferido da invencdo é um
anticorpo que reage em um teste ELISA com B-A4 para se chegar a
uma densidade Optica medida a 450 nm que é 10 vezes maior do que
a densidade o6ptica medida sem B-A4, isto é, 10 vezes a base. De
preferéncia, a medicdo da densidade O6ptica € realizada em alguns
minutos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7 minutos) apos inicio da
reacdo de desenvolvimento de cor a fim de otimizar o sinal para razéo
de base.

[0034] Em uma modalidade particular preferida, a molécula de
anticorpo da invencao compreende pelo menos uma CDR3 de uma
regido V.. conforme codificado por uma molécula de acido nucléico
conforme mostrado na SEQ ID NO: 15, 17 ou 19 ou pelo menos uma
sequéncia de aminoacido de CDR3 de uma regido V.. conforme
mostrado na SEQ ID NO: 16, 18 ou 20 e/ou a dita molécula de
anticorpo compreende pelo menos uma CDR3 de uma regidao V-
conforme codificado por uma molécula de acido nucléico conforme
mostrado na SEQ ID NO: 21, 23 ou 25 ou pelo menos uma sequéncia
de aminoacido de CDR3 de uma regido Vu. conforme mostrado na
SEQ ID NO: 22, 24 ou 26. Mais preferidos s&o o0s anticorpos
compreendendo pelo menos uma CDR3 de uma regido Vx. conforme
aqui definido. Os dominios de CDR3 mencionados aqui acima
referem-se as moléculas MSR-3, -7 ou -8 de anticorpo de origem
ilustrativas da invencao. No entanto, conforme ilustrado na Tabela 1, 8
ou 10, moléculas de anticorpo maduras e/ou otimizadas que podem
ser obtidas através dos métodos descritos nos exemplos anexos
podem compreender regides Vu, V.., CDR1l, CDR2 e CDR3
modificadas. Desse modo, a molécula de anticorpo da invencao € de
preferéncia selecionada do grupo consistindo em MSR-3, -7 e -8 ou
uma versao de afinidade-madura de MSR-3, -7 ou -8. Versdes de

afinidade-madura bem como de clonagem cruzada de MSR-3, -7 e -8
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compreendem, inter alia, moléculas de anticorpo compreendendo as
regides CDR1, CDR2 e/ou CDR3 conforme mostrado na Tabela 1 ou 8
ou caracterizadas em qualguer uma das SEQ ID NOs: 15 a 20, 21 a
26,60 a 74, 75 a 87, 92 e 93 ou 94 e 95 bem como nas SEQ ID NOs:
354 a 413. Com mais preferéncia, o anticorpo da invencgao
compreende pelo menos uma CDR, de preferéncia uma CDR1, com
mais preferéncia uma CDR2, com mais preferéncia uma CDRS3
conforme mostrado nas Tabela 1, 8 anexa ou conforme documentado
na Tabela 10 anexa.

[0035] E observado que as técnicas de maturacédo de afinidade
sdo conhecidas na técnica, descritas nos exemplos anexos e, inter
alia, em Knappik (2000) J. Mol. Biol. 296, 55; Krebs (2000), J. Imm.
Meth. 254, 67-84; WO 01/87337; WO 01/87338; U.S. 6.300.064; EP 96
92 92 78.8 e ainda referéncias citadas abaixo.

[0036] Em uma modalidade mais preferida da invencéo, a
molécula de anticorpo € um anticorpo completo (imunoglobulina, tal
como um IgG1, um IgG2, um IgG2b, um IgG3, um IgG4, um IgA, um
IgM, um IgD ou um IgE), um fragmento F(ab)-, Fabc-, Fv-, Fab'-,
F(ab")2-, um anticorpo de cadeia simples, um anticorpo quimeérico, um
anticorpo enxertado com CDR, uma construcéo de anticorpo bivalente,
uma proteina de fusdo de anticorpo, um anticorpo clonado de forma
cruzada ou um anticorpo sintético. Também imaginadas séo variantes
genéticas de genes de imunoglobulina. Variantes genéticas de, por
exemplo, subclasse 1 de cadeia G pesada de imunoglobulina (IgG1)
podem compreender os marcadores alotipicos G1m(17) ou G1m(3) no
dominio CH1, ou o marcador alotipico G1m(1) ou o G1lm(ndo-1) no
dominio CH3. A molécula de anticorpo da invencdo também
compreende anticorpos modificados ou mutantes, tais como IgG
mutante com ligagcdo do receptor Fc aumentada ou atenuada ou

ativacdo de complemento. E também imaginado que os anticorpos da
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invencdo sejam produzidos através de meios convencionais, por
exemplo, a producdo de anticorpos monoclonais especificos gerados
por imunizacdo de mamiferos, de preferéncia camundongos, com
peptideos compreendendo as duas regides de BA4 conforme aqui
definido, por exemplo, a regido/epitopo N-terminal e central
compreendendo (a) aminoacidos 2 a 10 (ou (uma) parte(s) dele) de B-
A4 e (b) um prolongamento de aminoacido compreendendo
aminoacidos 12 a 25 (ou (uma) parte(s) dele) de B-A4 (SEQ ID NO:27).
Desse modo, a pessoa versada na técnica pode gerar anticorpos
monoclonais contra tal peptideo e pode avaliar os anticorpos obtidos
guanto a capacidade de simultaneamente e independentemente se
ligarem a/reagir com a regido/epitopo N-terminal e central de BA4
conforme definido aqui. Métodos de avaliacdo correspondentes sao
descritos nos exemplos anexos.

[0037] Conforme  ilustrado nos exemplos  anexos, 0s
anticorpos/moléculas de anticorpo da invencdo podem imediatamente
e de preferéncia ser recombinantemente construidos e expressos. De
preferéncia, a molécula de anticorpo da invencdo compreende pelo
menos um, com mais preferéncia pelo menos dois, de preferéncia pelo
menos trés, com mais preferéncia pelo menos quatro, com mais
preferéncia pelo menos cinco e com mais preferéncia seis CRDs dos
anticorpos de origem MSR-3, MSR-7 ou MSR-8 aqui definidos ou de
anticorpos de afinidade madura/otimizados derivados dos ditos
anticorpos de origem. Deve ser observado que também mais de seis
CDRs podem estar compreendidas em anticorpos recombinantemente
produzidos da invencdo. A pessoa versada na técnica pode empregar
imediatamente a informacéo dada nos exemplos anexos para deduzir
as CDRs correspondentes dos anticorpos de origem bem como dos
anticorpos de afinidade otimizados. Exemplos de anticorpos

otimizados que foram obtidos através de maturacéo/otimizacdo dos
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anticorpos de origem sao, inter alia, mostrados na Tabela 1 anexa.
Uma molécula de anticorpo amadurecida/otimizada da invencéo €, por
exemplo, MSR 7,9H7 que é também caracterizada pelas sequéncias
anexas aqui, as quais compreendem as SEQ ID NOs: 88 a 95 e que
mostram a regido Vu- de MSR 7.9H7 (SEQ ID NOs: 88 e 89), a regiao
VL. de MSR 7.9H7 (SEQ ID NOs: 90 e 91), a H-CDR3 de MSR 7.9H7
(SEQ ID NOs: 92 e 93) bem como L-CDR3 de MSR 7.9H7 (SEQ ID
NOs: 94 e 95). A molécula de anticorpo ilustrativa 7.9H7 é derivada do
anticorpo de origem MSR7 e é um exemplo preferido particular da
invencdo de uma molécula de anticorpo otimizada/amadurecida da
presente invencdo. Esta molécula de anticorpo pode ser ainda
modificada de acordo com a presente invengao, por exemplo, na forma
de clonagem cruzada, vide abaixo e exemplos anexos.

[0038] Conforme documentado nos exemplos anexos, o0s
anticorpos da invengdo também compreendem anticorpos clonados de
forma cruzada, isto €, anticorpos compreendendo regifes de anticorpo
diferentes (por exemplo, regides CDR) de um ou mais anticorpos de
origem ou de afinidade-otimizados conforme aqui descrito. Esses
anticorpos clonados de forma cruzada podem ser anticorpos em varias
estruturas principais diferentes, com o0 que a estrutura principal mais
preferida é uma estrutura principal de IgG, com mais preferéncia em
uma estrutura principal 1gG1-, IgG2a ou uma IgG2b. E particularmente
preferido que a dita estrutura principal do anticorpo seja um mamifero,
com mais preferéncia uma estrutura principal humana. Os dominios
das cadeias leves e pesadas tém a mesma estrutura geral e cada
dominio compreende quatro regibes de estrutura principal, cujas
sequéncias sao relativamente conservadas, unidas por trés dominios
hipervariaveis conhecidos como regides de determinacdo de
complementariedade (CDR1-3).

[0039] Conforme aqui usado, uma "regido de estrutura principal
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humana" refere-se a uma regido de estrutura principal que é
substancialmente idéntica (cerca de 85% ou mais, geralmente 90-95%
ou mais) a regido da estrutura principal de uma imunoglobulina
humana de ocorréncia natural. A regido da estrutura principal de um
anticorpo, isto é, as regides de estrutura principal combinadas das
cadeias leves e pesadas constituintes, serve para posicionar e alinhar
as CDR's. As CDR's séo principalmente responsaveis pela ligacdo a
um epitopo de um antigeno. Deve ser observado que ndo apenas
anticorpos clonados de forma cruzada descritos aqui podem estar
presentes em uma estrutura principal de anticorpo preferida (humana),
mas também moléculas de anticorpo compreendendo CDRs dos, inter
alia, anticorpos de origem MSR-3, -7 ou -8 conforme descrito aqui ou
de anticorpos amadurecidos derivados dos ditos anticorpos de origem,
podem ser introduzidas em uma estrutura principal de imunoglobulina.
As estruturas principais preferidas sao IgG1l, 1gG2a e IgG2b. Mais
preferidas s&o estruturas principais humanas e estruturas principais de
IgG1 humano.

[0040] Conforme mostrado nos exemplos anexos, €, inter alia,
possivel transferir, através de engenharia genética conhecida da
técnica, cadeias leves inteiras de um clone doador otimizado para um
clone recipiente otimizado. Exemplo para um clone doador otimizado
€, por exemplo, L-CDR1 (L1) e um exemplo de um clone recipiente
otimizado € H-CDR2 (H2). A especificidade do epitopo pode ser
conservada combinando clones que possuem as mesmas regides de
H-CDR-3. Detalhes adicionais sédo dados no Exemplo 13 ilustrativo. As
moléculas de anticorpo clonadas com cruzamento preferidas da
invencdo sdo selecionadas do grupo consistindo em MS-R
N0.3.3H1x3.4L9, MS-R No0.3.4H1x3.4L9, MS-R N0.3.4H3x3.4L7, MS-R
No0.3.4H3x3.4L9, MS-R N0.3.4H7x3.4L9, MS-R N0.3.4H7x3.4L7, MS-R
No0.3.6H5x3.6L1, MS-R No0.3.6H5x3.6L2, MS-R No0.3.6,H8x3.6L2, MS-
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R No.7.2H2x7.2L1, MS-R No.7.4H2x7.2L1, MS-R No0.7.4H2x7.12L2,
MS-R  No.7.9H2x7.2L1(L1),  MS-R No0.7.9H2x7.12L1, MS-R
No.7.9H2x7.12L2, MS-R No.7.9H2x7.12L.2(L1 +2), MS-R
No.7.9H4x7.12,L2, MS-R No0.7.11H1x7.2L1, MS-R No0.7.11H1x7.11L1,
MS-R No.7.11 H2x7.2L1 (L1), MS-R No.7.11 H2x7.9L1 (L1), MS-R
No.7.11 H2x7.12L.1 ou MS-R No0.8.1 H1 x8.2L1.

[0041] A geracdo dos anticorpos clonados de forma cruzada é
também ilustrada nos exemplos anexos. Os anticorpos clonados de
forma cruzada/moléculas de anticorpo preferidos mencionadas acima
sdao moléculas de anticorpo otimizadas/maduras derivadas de
anticorpos de origem descritos aqui, em particular de MSR-3 e MSR-7.
Ainda, sequéncias de CDR de caracterizagao adicional e regides V
das moléculas de anticorpo/anticorpos clonados de forma cruzada séo
dadas nas SEQ ID NOs: 32, 33, 46 e 47 anexas (MSR 3.6H5x3.6,L2;
regides Vu., VL.); 34, 35, 48 e 49 (MSR 3.6H8x3.6,L.2; regides Vh-., VL.);
36, 37, 50 e 51 (MSR 7.4H2x7.2,L1; regibes Vh., VL.); 38, 39, 52 e 53
(MSR 7.9H2x7.12,L2; regides Vh., VL); 40, 41, 54 e 55 (MSR No.
7.9H4x7.12,L.2; regides Vh., Vi) 42, 43, 56 e 57 (MSR No.7.11
H1x7.11,L1; regides Vu., VL); e 44, 45, 58 e 59 (MSR No. 7.11 H1
x7.2,L1; regibes Vu., VL.). Regides CDR3 correspondentes dessas
moléculas de anticorpo clonado de forma cruzada preferidas
particulares sdo mostradas nas SEQ ID NOs: 60 a 87. Para mais
moléculas de anticorpo MSR, regiées Vu., Vi, CDR podem ser
deduzidas da Tabela 8 ou 10 anexa e da listagem de sequéncia anexa,
em particular SEQ ID NOs: 32 a 95 para anticorpos/moléculas de
anticorpo MS-R No0.3.6H5x3.6L2, N0.3.6H8x3.6L2, No0.7.4H2x 7.2L1,
No.7.9H2x7.12L.2, No.7.9H4x7.12L.2, No.7.11H1x7.11L1,
No.7.11H1x7.2L1 e No.7.9H7 ou SEQ ID NOs: 294 a 413 para
anticorpos/moléculas de anticorpo MSR-R MS-R No0.3.3H1x3.4L9,
N0.3.4H1x3.4L9, No0.3.4H3x 3.4L7, N0.3.4H3x3.4L9, N0.3.4H7x3.4L9,
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No0.3.4H7x3.4L7, No0.3.6H5x 3.6L1, No.7.2H2x7.2L1,
No.7.4H2x7.12L2, No0.7.9H2x7.2L1, No0.7.9H2x7.12L1, No.7.11
H2x7.2L1, No.7.11 H2x7.9L1, No.7.11 H2x7.12L1 ou No0.8.1H1x8.2L1.
Desse modo, além das regides Vu. definidas acima, as moléculas de
anticorpo preferidas da invencdo podem compreender regides Vh.
conforme definido em qualquer uma das SEQ ID NOs: 294 a 323.
Similarmente, as SEQ ID NOs: 324 a 353 mostram as regides V.-
preferidas que, além das regifes V.- definidas acima, podem ser
compreendidas nas moléculas de anticorpo da invencdo. Regides
CDR-3 correspondentes sao definidas acima, bem como em
sequéncias adicionais mostradas nas SEQ ID NOs: 354 a 413.

[0042] As moléculas de anticorpo da invencdo podem ser
facilmente produzidas em quantidades suficientes, inter alia, através
de métodos recombinantes conhecidos na técnica, vide, por exemplo,
Bentley, Hybridoma 17 (1998), 559-567; Racher, Appl. Microbiol.
Biotechnol. 40 (1994), 851-856; Samuelsson, Eur. J. Immunol. 26
(1996), 3029-3034.

[0043] Teoricamente, em B-A4 solavel (monomérico/oligomérico)
ambos epitopos N-terminal e médio sdo acessiveis para interacdo de
anticorpo e moléculas de anticorpo da presente invencdo podem se
ligar ou ao epitopo N-terminal ou médio separadamente, mas sob
essas condicbes afinidade méaxima ndo sera obtida. No entanto, é
mais provavel que um contato 6timo com o paratopo do anticorpo seja
conseguido através de ligacdo simultdnea a ambos epitopos, isto €,
similar a interacdo com B-A4 agregado. Desse modo, anticorpos da
presente invencao sédo anticorpos anti-Ap unicos pelo fato de que eles
se ligam a B-A4 agregado (atraveés da interacdo com epitopo N-
terminal e médio) e ao mesmo tempo sdo também capazes de
estabilizar e neutralizar o epitopo conformacional em B-A4 solavel.

Esses anticorpos sao diferentes dos anticorpos da técnica anterior.
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[0044] Mais preferidas sdo moléculas de anticorpo da invencéo
gue tém uma afinidade com Ap ou seus fragmentos definidos com um
valor Kp menor do que 2000 nM, de preferéncia menor do que 100 nM,
com mais preferéncia menor do que 10 nM, com mais preferéncia
menor do que 1 nM. A medicao de tal afinidade/afinidades pode ser
realizada através de métodos ilustrados nos exemplos e conhecidos
na técnica. Tais métodos compreendem, mas nao estédo limitados a,

ensaios BIACORE® (www.biacore.com; Malmquist (1999), Biochem.

Soc. Trans. 27, 335-340) e ensaios de fase sdlida usando anticorpos
marcados ou AB marcado.

[0045] De preferéncia, a molécula de anticorpo da invencao é
capaz de decorar/reagir com/se ligar a placas amiloide em secdes
cerebrais in vitro (pés-mortem) de pacientes sofrendo de distUrbios
relacionados a amiloide, tal como doenca de Alzheimer. Ainda, €
também preferido que o anticorpo/moléculas de anticorpo da invencéo
previnam a agregacédo de Ap em ensaios in vivo bem como in vitro,
conforme ilustrado nos exemplos anexos. Similarmente, as moléculas
de anticorpo da presente invencao sao preferidas para despolimerizar
agregado de AB em ensaios in vivo e/ou in vitro mostrados nos
exemplos. Esta capacidade dos anticorpos/moléculas de anticorpo da
invencao deve, inter alia, ser empregada em ambientes médicos, em
particular em composicdes farmacéuticas descritas abaixo.

[0046] A invencdo também prové uma molécula de acido nucléico
codificando uma molécula de anticorpo da invencdo conforme aqui
definido.

[0047] A dita molécula de acido nucléico pode ser uma molécula
de acido nucléico natural bem como uma molécula de acido nucléico
recombinante. A molécula de acido nucléico da invencao pode, desse
modo, ser de origem natural, sintética ou semi-sintética. Ela pode

compreender DNA, RNA bem como PNA e ela pode ser um hibrido
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dela.

[0048] E evidente para a pessoa versada na técnica que
sequéncias reguladoras podem ser adicionadas a molécula de &cido
nucléico da invencdo. Por exemplo, promotores, realcadores
transcripcionais e/ou sequéncias que permitem a expressao induzida
do polinucleotideo da invencdo podem ser empregados. Um sistema
indutor adequado €, por exemplo, expressdo do gene regulada por
tetraciclina conforme descrito, por exemplo, por Gossen e Bujard
(Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89 (1992), 5547-5551) e Gossen e
outros (Trends Biotech. 12 (1994), 58-62), ou um sistema de
expressdo de gene induzivel por dexametasona conforme descrito, por
exemplo, por Crook (1989) EMBO J. 8, 513-519.

[0049] Ainda, é imaginado para propésitos adicionais que a
molécula de acido nucléico possa conter, por exemplo, ligacdes
tioéster e/ou analogos de nucleotideo. As ditas modificagcbes podem
ser Uteis para a estabilizacdo da molécula de acido nucléico contra
endo- e/ou exonuclease na célula. As ditas moléculas de acido
nucléico podem ser transcritas por um vetor apropriado contendo um
gene quimeérico que permite a transcricdo da dita molécula de acido
nucléico na célula. Com relacdo a isso, deve ser também
compreendido que o polinucleotideo da invengédo pode ser usado para
abordagens de "marcacdo de gene" ou "terapéuticas de gene". Em
uma outra modalidade, as ditas moléculas de acido nucléico sao
marcadas. Métodos para deteccdo de acido nucléico sdo bem
conhecidas na técnica, por exemplo, Southern e Northern blotting,
PCR ou extensdo de iniciador. Esta modalidade pode ser util para
meétodos de avaliacdo para verificagdo de introducdo bem sucedida
das moléculas de acido nucléico da invencdo durante abordagens de
terapia génica.

[0050] A(s) molécula(s) de acido nucléico da invencdo podem ser
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uma molécula de &cido nucléico quimérica recombinantemente
produzida compreendendo qualquer uma das moléculas de &acido
nucléico acima mencionadas ou sozinha ou em combinacdo. De
preferéncia, a molécula de acido nucléico da invencdo é parte de um
vetor.

[0051] A presente invencdo desse modo refere-se também a um
vetor compreendendo a molécula de acido nucléico da presente
invencdo. O vetor da presente invencao pode ser, por exemplo, um
plasmideo, cosmideo, virus, bacteriéfago ou um outro vetor usado, por
exemplo, convencionalmente em engenharia genética, e pode
compreender genes adicionais tais como genes marcadores que
permitem a selecdo do dito vetor em uma célula do hospedeiro
adequada e sob condicbes adequadas. Ainda, o vetor da presente
invencdo pode, em adicdo as sequéncias de acido nucléico da
invengdo, compreender elementos de controle de expressao,
permitindo a expressédo apropriada das regides de codificacdo em
hospedeiros adequados. Tais elementos de controle sdo conhecidos
do versado na técnica e podem incluir um promotor, um cassete de
unido, cédon de iniciacdo de traducdo, local de traducdo e insercao
para introducdo de uma insercdo no vetor. De preferéncia, a molécula
de acido nucléico da invencdo estad operativamente ligada as ditas
sequéncias de controle de expressdo permitindo a expressao em
células eucaridticas ou procarioticas.

[0052] Elementos de controle que asseguram a expressdo em
células eucaridticas e procaridticas sdo bem conhecidos daqueles
versados na técnica. Conforme acima mencionado, eles geralmente
compreendem sequéncias de regulagem que asseguram o inicio de
transcricdo e opcionalmente sinais poli-A que asseguram o término da
transcricdo e estabilizacdo do transcrito. Elementos de regulagem

adicionais podem incluir realgcadores transcripcionais bem como de
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traducdo, e/ou regidbes de promotor naturalmente associadas ou
heter6logas. Elementos reguladores possiveis que permitem a
expressdo em, por exemplo, células do hospedeiro de mamifero,
compreendem o promotor de timidina cinase CMV-HSV, SV40,
promotor RSV (Virus Rous Sarcoma), promotor lo de fator de
alongamento humano, o promotor MMTYV induzivel por glucocorticéide
(Virus de Tumor de Camundongo Moloney), promotores induziveis por
metalotioneia ou tetraciclina, ou realgadores, tais como realgador CMV
ou realcador SV40. Para expressdao em células neurais, é imaginado
gue os promotores de neurofilamento, PGDF, NSE, PrP ou thy-1
possam ser empregados. Os ditos promotores sdo conhecidos na
técnica e, inter alia, descritos em Charron (1995), J. Biol. Chem. 270,
25739-25745. Para expressao em células procaridticas, uma
variedade de promotores incluindo, por exemplo, o promotor tac-lac ou
o promotor trp, foi descrita. Além dos elementos que séo responsaveis
pelo inicio da transcricao tais elementos de regulagem podem também
compreender sinais de terminacdo de transcricao, tais como local de
SV40-poli-A ou o local tk-poli-A, a jusante do polinucleotideo. Neste
contexto, vetores de expressao adequados sdo conhecidos na técnica
tais como vetor de expressao de cDNA Okayama-Bertg pcDV1
(Pharmacia), pRc/CMV, pcDNA1L, pcDNA3 (In-vitrogene), pSPORTL1
(GIBCO BRL), pX (Pagano (1992) Science 255, 1144-1147), vetores
de dois hibridos de levedura, tal como pEG202 e dpJG4-5 (Gyuris
(1995) Cell 75, 791-803), ou vetores de expressao procaridticos, tais
como lambda gtll ou pGEX (Amersham-Pharmacia). Além das
moléculas de acido nucléico da presente invencédo, o vetor pode
compreender ainda sequéncias de acido nucléico codificando sinais de
secrecado. Tais sequéncias sdo bem conhecidas da pessoa versada na
técnica. Ainda, dependendo do sistema de expressado usado,

sequéncias lider capazes de direcionar os peptideos da invencéo para
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um compartimento celular podem ser adicionadas a sequéncia de
codificagcdo das moléculas de &acido nucléico da invencdo e sdo bem
conhecidas na técnica. A(s) sequéncia(s) lider € (sdo) montadas em
fase apropriada com sequéncias de traducao, iniciacdo e terminacao,
e, de preferéncia, uma sequéncia lider capaz de direcionar a secrecao
de proteina traduzida, ou uma proteina dela, no espaco peripladsmico
ou meio extracelular. Opcionalmente, a sequéncia heteréloga pode
codificar uma proteina de fuséo incluindo um peptideo de identificacao
C- ou N-terminal dando caracteristicas desejadas, por exemplo,
estabilizacdo ou purificagdo simplificada de produto recombinante
expresso. Uma vez o vetor incorporado ao hospedeiro apropriado, 0
hospedeiro € mantido sob condi¢cdes adequadas para expressao de
alto nivel das sequéncias de nucleotideo, e, conforme desejado, a
coleta e purificagcdo das moléculas de anticorpo ou seus fragmentos da
invencao podem seguir. A invencéao refere-se também, desse modo, a
hospedeiros/células do hospedeiro que compreendem um vetor
conforme aqui definido. Tais hospedeiros podem ser (teis em
processos para obtencdo de anticorpos/moléculas de anticorpo da
invencdo bem como em ambiente médicos/farmacéuticos. As ditas
células do hospedeiro podem também compreender células neuronais
transduzidas ou transfectadas, tais como células tronco neuronais, de
preferéncia células tronco neuronais adultas. Tais células do
hospedeiro podem ser Uteis em terapias de transplante.

[0053] Ainda, o vetor da presente invencdo pode também ser um
vetor de expressao, de transferéncia de gene e de marcacédo de gene.
Terapia génica, que é baseada na introducdo de genes terapéuticos
nas células através de técnicas ex-vivo ou in-vivo, é uma das
aplicacdes mais importantes de transferéncia de gene. Camundongos
transgénicos expressando um anticorpo de neutralizacéo direcionado

contra fator de crescimento de nervo foram gerados usando a técnica
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de "neuroanticorpo"; Capsoni, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 97 (2000),
6826-6831 e Biocca, Embo J. 9 (1990), 101-108. Vetores, métodos ou
sistemas de aplicacdo de gene adequados para terapia génica in-vitro
ou in-vivo sd@o descritos na literatura e sdo conhecidos da pessoa
versada na técnica; vide, por exemplo, Giordano, Nature Medicine 2
(1996); 534-539; Schaper, Circ. Res. 79 (1996), 911-919; Anderson,
Science 256 (1992), 808-813, Isner, Lancet 348 (1996), 370-374;
Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086; Onodua, Blood 91
(1998), 30-36; Verzeletti, Hum. Gene Ther. 9 (1998), 2243-2251,
Verma, Nature 389 (1997), 239-242; Anderson, Nature 392 (Supp.
1998), 25-30; Wang, Gene Therapy 4 (1997), 393-400; Wang, Nature
Medicine 2 (1996), 714-716; WO 94/29469; WO 97/00957; US
5.580.859; US 5.589.466; US 4.394.448 ou Schaper, Current Opinion
in Biotechnology 7 (1996), 635-640, e referéncias citadas neles. Em
particular, os ditos vetores e/ou sistemas de aplicacdo de gene sao
também descritos em abordagens de terapia génica em tecido/células
neuroldgicos (vide, inter alia, Blomer, J. Virology 71 (1997) 6641-6649)
ou no hipotadlamo (vide, inter alia, Geddes, Front Neuroendocrinol. 20
(1999), 296-316 ou Geddes, Nat. Med. 3 (1997), 1402-1404).
Construcdes de terapia génica adequados adicionais para uso em
células/tecidos neuroldgicos sdo conhecidos na técnica, por exemplo,
em Meier (1999), J. Neuropathol. Exp. Neurol. 58, 1099-1110. As
moléculas de acido nucléico e vetores da invencdo podem ser
designados para introducdo direta ou para introducdo através de
lipossomas, vetores virais (por exemplo, adenoviral, retroviral),
eletroporacao, balistica (por exemplo, pistola de gene) ou outros
sistemas de aplicacdo na célula. Adicionalmente, um sistema de
baculovirus pode ser usado como sistema de expressdo eucaribtico
para as moléculas de acido nucléico da invencdo. A introducéo e

abordagem terapéutica de gene devem, de preferéncia, levar a
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expressao de uma molécula de anticorpo funcional da invengédo, com o
gue a dita molécula de anticorpo expresséo € particularmente util no
tratamento, alivio e/ou prevencdo de distarbios neuroldgicos
relacionados a sintese, ajuntamento e/ou agregacdo de amiloide
anormal, tal como doencga de Alzheimer e similar.

[0054] Desse modo, a molécula de &cido nucléico da presente
invencdo e/ou os vetores/hospedeiros descritos acima da presente
invencdo podem ser particularmente Uteis como composicoes
farmacéuticas. As ditas composi¢cdes farmacéuticas podem ser
empregadas em abordagens de terapia génica. Neste contexto, é
imaginado que as moléculas de &acido nucléico e/ou vetores da
presente invencao possam ser empregados para modular, alterar e/ou
modificar a expressdo e/ou concentracao (celular) das moléculas de
anticorpo da invencao ou de (um) fragmento(s) delas.

[0055] Para aplicacbes de terapia génica, os acidos nucléico
codificando o(s) peptideos(s) da invencédo ou seus fragmentos podem
ser clonados em um sistema de aplicacdo de gene, tal como um virus
e 0 virus usado para infeccédo e conferir melhora da doenca ou cura
dos efeitos nas células ou organismo infectado.

[0056] A presente invencdo refere-se também a uma célula do
hospedeiro transfectada ou transformada com o vetor da invengao ou
um hospedeiro ndo-humano carregando o vetor da presente invencéo,
isto €, a uma célula do hospedeiro ou hospedeiro que € geneticamente
modificado com uma molécula de &acido nucléico de acordo com a
invencdo ou com um vetor compreendendo tal molécula de &cido
nucléico. O termo "geneticamente modificado” significa que a célula do
hospedeiro ou hospedeiro compreende em adicdo a seu genoma
natural uma molécula de acido nucléico ou vetor de acordo com a
invencdo que foi introduzido na célula ou hospedeiro ou em um de

seus predecessores/origem. A molécula de &cido nucléico ou vetor
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pode estar presente na célula do hospedeiro geneticamente
modificada ou hospedeiro ou como uma molécula independente fora
do genoma, de preferéncia como uma molécula que é capaz de
replicacdo, ou ela pode ser estavelmente integrada no genoma da
célula do hospedeiro ou hospedeiro.

[0057] A célula do hospedeiro da presente invencdo pode ser
qualquer célula procariotica ou eucaridtica. As células procarioticas
adequadas sao aguelas geralmente usadas para clonagem tal como E.
coli ou Bacillus subtilis. Ainda, as células eucariéticas compreendem,
por exemplo, células fungicas ou de animais. Exemplos de células
fungicas adequadas sao células de levedura, de preferéncia aquelas
do género Saccharomyces e com mais preferéncia aquelas da espécie
Saccharomyces cerevisiae. As células animais adequadas sao, por
exemplo, células de inseto, células de vertebrado, de preferéncia
células de mamifero, tais como, por exemplo, HEK293, NSO, CHO,
MDCK, US-OSHela, NIH3T3, MOLT-4, Jurkat, PC-12, PC-3, IMR,
NT2N, Sk-n-sh, CaSki, C33A. Essas células do hospedeiro, por
exemplo, células CHO, podem prover modificacbes poés-traducionais
para as moléculas de anticorpo da invencao, incluindo remocédo de
peptideo lider, duplicacdo e montagem de cadeias H (pesadas) e L
(leves), glicosilacdo da molécula nos lados corretos e secrecdo da
molécula funcional. Linhagens celulares adequadas adicionais
conhecidos na técnica podem ser obtidos de depdésitos de linhagens
de célula, tal como o American Type Culture Collection (ATCC). De
acordo com a presente invencdo, € ainda imaginado que
células/culturas de célula priméarias podem funcionar como células do
hospedeiro. As ditas células sdo em particular derivadas de insetos
(tais como insetos da espécie Drosophila ou Blatta) ou mamiferos (tais
como ser humano, porco, camundongo ou rato). As ditas ceélulas do

hospedeiro podem também compreender células de/ou derivadas de
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tipos celulares tal como linhagens de célula neuroblastoma. As células
primarias mencionadas acima sado bem conhecidas na técnica e
compreendem, inter alia, astrécitos primarios, culturas espinhais
(mistas) ou culturas hipocampais.

[0058] Em uma modalidade mais preferida, a célula do hospedeiro
que € transformada com o vetor da invencdo é uma célula neuronal,
uma célula tronco neuronal (por exemplo, uma célula tronco neuronal
adulta), uma célula cerebral ou uma célula (linhagem) derivada dela.
No entanto, também uma célula CHO compreendendo a molécula de
acido nucléico da presente invencdo pode ser particularmente Util
como hospedeiro. Tais células podem prover modificacdes
secundarias corretas nas moléculas expressas, isto €, as moléculas de
anticorpo da presente invencdo. Essas modificagcbes compreendem,
inter alia, glicosilagdes e fosforilacdes.

[0059] Os hospedeiros podem ser mamiferos ndo-humanos, com
mais preferéncia camundongos, ratos, ovelhas, bezerros, cachorros,
macacos ou chimpanzés. Os ditos mamiferos podem ser
indispensaveis para desenvolvimento de uma cura, de preferéncia
uma cura para distirbios neurolégicos e/ou neurodegenerativos
mencionados aqui. Ainda, os hospedeiros da presente invencao
podem ser particularmente (teis na producdo das moléculas de
anticorpo (ou seus fragmentos) da invencdo. E imaginado que as ditas
moléculas de anticorpo (ou seus fragmentos) sejam isoladas do dito
hospedeiro. E, inter alia, imaginado que as moléculas de &cido
nucléico e/ou vetores descritos aqui sejam incorporados em
sequéncias para expressao transgénica. A introducdo das moléculas
de acido nucléico da invencdo como transgenes em hospedeiros néo-
humanos e sua subsequente expressdo podem ser empregadas para
a producéo dos anticorpos da invencdo. Por exemplo, a expressao de

tal(is) transgene(s) no leite do animal transgénico prové meios de
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obtencdo das moléculas de anticorpo da invencdo em quantidades
guantitativas; vide, inter alia, U.S. 5.741.957, U.S. 5.304.489 ou U.S.
5.849.992. Transgenes Uuteis com relacdo a isso compreendem as
moléculas de acido nucléico da invencéo, por exemplo, sequéncias de
codificacao para as cadeias leve e pesada das moléculas de anticorpo
descritas aqui, operativamente ligadas a estruturas de promogéo e/ou
realce de um gene especifico de glandula de mamifero, tal como
caseina ou beta-lactoglobulina.

[0060] A invencdo também prové um meétodo para a preparacéo
de uma molécula de anticorpo da invencao compreendendo cultura da
célula do hospedeiro descrita acima sob condicbes que permitem a
sintese da dita molécula de anticorpo e recuperacao da dita molécula
de anticorpo a partir da dita cultura.

[0061] A invencdo também refere-se a uma composicao
compreendendo uma molécula de anticorpo da invencéo ou produzida
através do método descrito acima, uma molécula de acido nucléico
codificando a molécula de anticorpo da invencdo, um vetor
compreendendo a dita molécula de acido nucléico ou uma célula do
hospedeiro conforme definido aqui e, opcionalmente, mais moléculas,
ou sozinhas ou em combinacdo, por exemplo, moléculas que sao
capazes de interferir com a formacao de placas amiloide ou que sé&o
capazes de despolimerizar as placas amiloide ja formadas. O termo
"composicao" conforme empregado aqui compreende pelo menos um
composto da invencdo. De preferéncia, tal composicdo € uma
composicao farmacéutica ou de diagndstico.

[0062] A composicao pode estar na forma solida ou liquida e pode
estar, inter alia, em uma forma de (um) pdé(s), (um) comprimido(s),
(uma) solucdo(des) ou (um) aerossol(6is). A dita composicdo pode
compreender um ou mais anticorpos/moléculas de anticorpo da

invencdo ou moléculas de acido nucléico, vetor ou hospedeiro da
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invencdo. E também imaginado que a dita composicdo compreenda
pelo menos dois, de preferéncia trés, com mais preferéncia quatro,
com mais preferéncia cinco moléculas de anticorpo da invencdo ou
molécula(s) de acido nucléico codificando a(s) dita(s) molécula(s) de
anticorpo. A dita composicdo pode também compreender
anticorpos/moléculas de anticorpo da invencdo, otimizadas, que
podem ser obtidas atravées dos métodos descritos abaixo e nos
exemplos anexos.

[0063] E preferido que a dita composicdo farmacéutica
opcionalmente compreenda um veiculo elou diluente
farmaceuticamente aceitavel. A composicao farmacéutica descrita aqui
pode ser particularmente (til para o tratamento de disturbios
neurolégicos e/ou neurodegenerativos. Os ditos disturbios
compreendem, mas ndo estdo limitados a, doenca de Alzheimer,
esclerose amiotrépica lateral (ALS), hemorragia cerebral hereditaria
com amiloidose do tipo Holandesa, sindrome de Down, deméncia
relacionada ao HIV, doenca de Parkinson e distdrbios neuronais
relacionados ao envelhecimento. A composicdo farmacéutica da
invencao €, inter alia, imaginada como inibidor potente de formacgéo de
placa amiloide ou como um estimulador potente para a
despolimerizacdo de placas amiloide. Desse modo, a presente
invencdo prové composicoes farmacéuticas compreendendo o0s
compostos da invencdo a serem usadas para o0 tratamento de
doencas/disturbios associados com protedlise de APP patoldgica e/ou
formacéao de placa amiloide.

[0064] Exemplos de veiculos, excipientes e/ou diluentes
farmacéuticos adequados sédo bem conhecidos na técnica e incluem
solugdes salinas tamponados com fosfato, 4gua, emulsées, tais como
emulsbes Oleo/agua, varios tipos de agentes umectantes, solucdes

estéreis, etc. As composicdes compreendendo tais veiculos podem ser
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formuladas através de métodos convencionais bem conhecidos. Essas
composicdes farmacéuticas podem ser administradas ao individuo em
uma dose adequada. Administracdo das composi¢cdes adequadas
pode ser realizada através de maneiras diferentes, por exemplo,
através de administracdo intravenosa, intraperitoneal, subcutanea,
intramuscular, topica, intradérmica, intranasal ou intrabronquial. E
particularmente preferido que a dita administracdo seja realizada
através de injecdo e/ou aplicacdo, por exemplo, a um local em uma
artéria cerebral ou diretamente no tecido cerebral. As composicfes da
invencdo podem ser também administradas diretamente ao local alvo,
por exemplo, através de aplicacdo biolistica a um local alvo externo ou
interno, tal como o cérebro. O regime de dosagem sera determinado
pelo médico atendente e fatores clinicos. Como é bem sabido na
técnica médica, dosagens para qualquer paciente dependem de
muitos fatores, incluindo o tamanho do paciente, area de superficie do
corpo, idade, o composto particular a ser administrado, sexo, tempo e
via de administracdo, saude geral, e outras drogas sendo
administradas concomitantemente. Matéria farmaceuticamente ativa
proteindcea pode estar presente em quantidades entre 1 ng e 10
mg/kg de peso do corpo por dose; no entanto, doses abaixo ou acima
desta faixa exemplar s&o imaginadas, especialmente considerando os
fatores acima mencionados. Se o regime for uma infusdo continua, ela
deve estar também na faixa de unidades de 1 pg a 10 mg por
quilograma de peso do corpo por minuto. O progresso pode ser
monitorado através de avaliacdo periodica. As composicdes da
invencdo podem ser administradas localmente ou sistemicamente.
Deve ser observado que os anticorpos perifericamente administrados
podem entrar no sistema nervoso central, vide, inter alia, Bard (2000),
Nature Med. 6, 916-919. PreparacGes para administracdo parenteral

incluem solucdes, suspensdes e emulsdes aquosas ou ndo-aquosas
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estéreis. Exemplos de solventes ndo-aquosos sdo propileno glicol,
polietileno glicol, 6leos vegetais tais como 6leo de oliva, e ésteres
organicos injetaveis tais como oleato de etila. Veiculos aquosos
incluem agua, solucdes alcoodlicas/aquosas, emulsdes ou suspensoes,
incluindo meio de solugéo salina e tamponado. Os veiculos parentais
incluem solucdo de cloreto de sddio, dextrose de Ringer, dextrose e
cloreto de sodio, Ringer lactado ou 6leos fixos. Os veiculos
intravenosos incluem reabastecedores de fluido e nutriente,
reabastecedores de eletrdlito (tais como aqueles baseados em
dextrose de Ringer), e similar. Conservantes e outros aditivos podem
também estar presentes tais como, por exemplo, antimicrobianos,
antioxidantes, agentes quelantes e gases inertes e similar. Ainda, a
composicdo farmacéutica da invengdo pode compreender ainda
agentes dependendo do uso pretendido da composicdo farmacéutica.
Os ditos agentes podem ser drogas que agem no sistema nervoso
central, tais como fatores neuroprotetores, inibidores de colinesterase,
agonistas de receptor muscarinico M1, horménios, antioxidantes,
inibidores de inflamac&o, etc. E particularmente preferido que a dita
composi¢cado farmacéutica compreenda agentes adicionais tais como,
por exemplo, neurotransmissores e/ou moléculas de substituicdo para
neurotransmissores, vitamina E ou acido alfa-lipdico.

[0065] As composicdes farmacéuticas, bem como os métodos da
invencao ou os usos da invencao descrita infra podem ser usados para
o tratamento de todos os tipos de doencas até agora desconhecidas
ou estando relacionadas a ou dependentes de agregacdao de APP
patolégica ou processamento de APP patolégica. Elas podem ser
particularmente Uteis para o tratamento de doenca de Alzheimer e
outras doencas onde depdsitos extracelulares de pamiloide parecem
desempenhar um papel. Elas podem ser desejavelmente empregadas

em seres humanos, embora tratamento animal seja também

Petica0 870190126456, de 02/12/2019, pag. 44/153



41/130

compreendido pelos métodos, usos e composi¢cdes descritos aqui.
[0066] Em uma modalidade preferida da invencéo, a composicao
da presente invencdo conforme acima descrito € uma composicao de
diagnostico compreendendo ainda, opcionalmente, meios adequados
para deteccdo. A composicao de diagnostico compreende pelo menos
um dos compostos da invengdo acima mencionados. A dita
composicdo de diagnéstico pode compreender os compostos da
invencao, em particular e de preferéncia as moléculas de anticorpo da
presente invencdo, na forma solluvel/fase liquida mas também é
imaginado que os ditos compostos sejam ligados a/anexados a/ou
unidos a um apoio soélido.

[0067] Os apoios solidos podem ser usados em combinagcdo com
a composicdo de diagnostico conforme aqui definido ou os compostos
da presente invencao podem ser diretamente ligados aos ditos apoios
sélidos. Tais apoios sdo bem conhecidos na técnica e compreendem,
inter alia, materiais de coluna comercialmente disponiveis, contas de
poliestireno, contas de latex, contas magnéticas, particulas de metal
coloide, lascas e superficies de vidro elou silicio, faixas de
nitrocelulose, membranas, folhas, durdcitos, cavidades e paredes de
bandejas de reacdo, tubos plasticos, etc. O(s) composto(s) da
invencdo, em particular os anticorpos da presente invencao, podem
ser ligados a muitos veiculos diferentes. Exemplos de veiculos bem
conhecidos incluem vidro, poliestireno, cloreto de polivinila,
polipropileno, polietileno, policarbonato, dextrano, nailon, amiloses,
celuloses naturais e modificadas, poliacrilamidas, agaroses e
magnetita. A natureza do veiculo pode ser ou solluvel ou insoltuvel para
0S propositos da invencdo. Os marcadores e métodos apropriados
para marcacado foram identificados acima e sdo ainda mencionados
abaixo. Os métodos adequados para fixagao/imobilizacdo do(s) dito(s)

composto(s) da invencao sdo bem conhecidos e incluem, mas néao
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estdo limitados a, interacBes ibnicas, hidrofébicas, covalentes e
similar.

[0068] E particularmente preferido que a composicdo de
diagnostico da invencdo seja empregada para a deteccdo e/ou
quantificacdo de APP e/ou produtos de processamento de APP, tal
como B-amiloide ou para a detecgcédo e/ou quantificacédo de lados de
clivagem de APP patologica e/ou (geneticamente) modificada.

[0069] Conforme ilustrado nos exemplos anexos, 0s compostos da
presente invencdo, em particular as moléculas de anticorpo da
invencao, sao particularmente Uteis como reagentes de diagndstico na
deteccdo de placas amiloide humanas genuinas em sec¢des cerebrais
de pacientes com Doenca de Alzheimer através de imunofluorescéncia
indireta.

[0070] E preferido que os ditos compostos da presente invencéo a
serem empregados em uma composicdo de diagndstico sejam
detectavelmente marcados. Uma variedade de técnicas esta
disponivel para marcacdo de biomoléculas, sdo bem conhecidas do
versado na técnica e sdo consideradas estar dentro do escopo da
presente invencdo. Tais técnicas sdo, por exemplo, descritas em
Tijssen, "Practice and theory of enzyme immuno assays", Burden, RH
e Von Knippenburg (Eds.), Volume 15 (1985), "Basic Methods in
molecular biology"; Davis L.G., Dibmer M.D.; Battey Elsevier (1990),
Mayer e outros, (Eds.) "Immunochemical methods in cell and molecular
biology", Academic Press, Londres (1987) ou na série "Methods in
Enzymology", Academic Press, Inc.

[0071] Existem muitos marcadores e meétodos de marcacéo
diferentes conhecidos daqueles versados comum na técnica.
Exemplos dos tipos de marcadores que podem ser usados na
presente invencao incluem enzimas, radioisétopos, metais coloidais,

compostos  fluorescentes, compostos quimioluminescentes e
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compostos bioluminescentes.

[0072] Os marcadores geralmente usados compreendem, inter
alia, fluorcromos (tal como fluoresceina, rodamina, Vermelho Texas,
etc), enzimas (tal como peroxidase de rabano silvestre, B-
galactosidase, fosfatase alcalina), is6topos radioativos (tal como 2P ou
12%)), biotina, digoxigenina, metais coloidais, compostos quimio- ou
bioluminescentes (tal como dioxetanos, luminol ou acridinios).
Procedimentos de marcagédo, tal como acoplamento covalente de
enzimas ou grupos biotinila, iodinagdes, fosforilagdes, biotinilagdes,
etc, sdo bem conhecidos na técnica.

[0073] Métodos de deteccdo compreendem, mas ndo estédo
limitados a, auto-radiografia, microscopia de fluorescéncia, reacoes
enziméticas diretas e indiretas, etc. Os ensaios de deteccéo
geralmente usados compreendem métodos radioisotdpicos e nao-
radioisotépicos. Esses compreendem, inter alia, Westernblotting,
ensaios de sobrecamada, RIA (Radioimunoensaio) e IRMA (Ensaio
Radioimunométrico Imune), EIA (Imunoensaio Enzima), ELISA
(Imunoensaio Sorvente Ligado a Enzima), FIA (Imunoensaio
Fluorescente) e CLIA (Imunoensaio Quimioluminescente).

[0074] Ainda, a presente invencdo prové o uso de uma molécula
de anticorpo da invencdo, ou uma molécula de anticorpo produzida
através do método da invencdo, de uma molécula de acido nucléico,
vetor da ou um hospedeiro da invencao para a preparacdo de uma
composicdo farmacéutica ou de diagnostico para a prevencao,
tratamento e/ou diagnéstico de uma doenca associada com
amiloidogénese e/ou formacdo de placa amiloide. E ainda preferido
gque 0s compostos descritos aqui, em particular as moléculas de
anticorpo da invengcao, sejam empregados na prevencao e/ou
tratamento de neuropatologias associadas com processamento de

APP modificada ou anormal e/ou amiloidogénese. As moléculas de
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anticorpo, por exemplo, no formato de imunoglobulinas (construidas),
tal como anticorpos em uma estrutura principal de 1gG, em particular
em uma estrutura principal de IgGl, ou no formato de anticorpos
qguiméricos, anticorpos biespecificos, Fvs (scFvs) de cadeia simples ou
scFvs biespecificos e similar, sdo empregadas na preparacdo da
composicdo farmacéutica provida aqui. Ainda, as moléculas de
anticorpo sado também Uuteis em ambientes de diagndostico conforme
documentado nos exemplos anexos, uma vez que as moléculas de
anticorpo da invencao especificamente interagem com/detectam Ap4
e/ou depdsitos/placas amiloide.

[0075] Desse modo, um uso da invencao dos compostos da
presente invencdo € 0 uso para a preparacdo de uma composicao
farmacéutica para um distarbio neurolégico que precisa de melhora,
por exemplo, através de desintegracdo de placas de p-amiloide,
através de desobstrucao de (placa) amiloide ou através de imunizacao
passiva contra formacédo de placa de B-amiloide. Conforme ilustrado
nos exemplos anexos, as moléculas de anticorpo da invencdo sao
particularmente (teis na prevencdo de agregacdo de AB e em
despolimerizacao de agregados de amiloide j& formados. Desse modo,
0s anticorpos da invencdo devem ser empregados na reducédo de
depdsitos/placas amiloide  patolégicas, na desobstrucdo de
placas/precursores de placa amiloide bem como em protecéo
neuronal. E em particular imaginado que as moléculas de anticorpo da
invencao sejam empregadas na prevencéao in vivo de placas amiloide
bem como em desobstrucdo in vivo de placas/depdsitos de amiloide
preexistentes. Ainda, as moléculas de anticorpo da inven¢cdo podem
ser empregadas em abordagens de imunizacdo passiva contra Ap4. A
desobstrucédo de depdsitos de AB4/ABR4 pode, inter alia, ser conseguida
através de uso medico de anticorpos da presente invencdo que

compreendem uma parte Fc. A dita parte Fc de um anticorpo pode ser
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particularmente Gtil em respostas imune mediadas por receptor Fc, por
exemplo, a atracdo de macrofagos (células fagociticas e/ou microglia)
e/ou células auxiliares. Para a mediacdo de imunorrespostas
relacionadas a parte Fc, a molécula de anticorpo da invencao esta de
preferéncia em uma estrutura principal de 1IgG1 (humana). Conforme
aqui discutido, o individuo preferido a ser tratado com as moléculas de
anticorpo da invencédo, as moléculas de acido nucléico codificando as
mesmas ou partes delas, os vetores da invencdo ou as ceélulas do
hospedeiro da presente invencdo € um individuo humano. Outras
estruturas principais, tal como estruturas principais de IgG2a ou IgG2b
para as moléculas de anticorpo da invencdo, s&do também
consideradas. Estruturas principais de imunoglobulina nos formatos
IgG2a e IgG2b séo particularmente consideradas em ambientes de
camundongo, por exemplo, em usos cientificos das moléculas de
anticorpo da invencao, por exemplo, em testes em camundongos
transgénicos expressando APP do tipo selvagem (humano) ou
mutada, fragmentos de APP e/ou AB4.

[0076] As doencas citadas acima associadas com amiloidogénese
e/ou formacdo de placa amiloide compreendem, mas nao estao
limitadas a, deméncia, doenca de Alzheimer, neuropatia motora,
doenca de Parkinson, ALS (esclerose lateral amiotrépica), disturbio
degenerativo contagioso do sistema nervoso central, deméncia
relacionada ao HIV bem como doenca de Creutzfeld-Jakob,
hemorragia cerebral hereditaria, com amiloidose do tipo Holandesa,
sindrome de Down e disturbios neuronais relacionados ao
envelhecimento. As moléculas de anticorpo da invencdo e as
composi¢cdes providas aqui podem ser também uteis no alivio e ou
prevencdo de processos inflamatérios com relacdo a ou
amiloidogénese e/ou formacédo de placa amiloide.

[0077] Desse modo, a presente invencdo também prové um
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método para tratamento, prevencdo e/ou retardo de disturbio
neurolégico e/ou neurodegenerativo compreendendo a etapa de
administracdo a um individuo sofrendo do dito disturbio neurologico
e/ou neurodegenerativo e/ou a um individuo suscetivel ao dito
distirbio neurolégico e/ou neurodegenerativo de uma quantidade
eficaz de uma molécula de anticorpo da invencdo, uma molécula de
acido nucléico da invencédo e/ou uma composicdo conforme definido
acima.

[0078] Em uma outra modalidade, a presente invencdo prové um
estojo compreendendo pelo menos uma molécula de anticorpo, pelo
menos uma molécula de acido nucléico, pelo menos um vetor ou pelo
menos uma célula do hospedeiro da invencdo. Vantajosamente, o
estojo da presente invencdo compreende ainda, opcionalmente, (um)
tampéo(0es), solucdes de armazenamento e/ou reagentes restantes
ou materiais requeridos para a conducdo de ensaios e propositos
meédicos, cientificos ou de diagnostico. Ainda, partes do estojo da
invengdo podem ser embaladas individualmente em frascos ou
garrafas ou em combinacdo em recipientes ou unidades multi-
recipiente.

[0079] O estojo da presente invencédo pode ser vantajosamente
usado, inter alia, para realizar o método da invencdo e poderia ser
empregado em uma variedade de aplicacdes referidas aqui, por
exemplo, como estojos de diagnostico, como ferramentas de pesquisa
ou ferramentas médicas. Adicionalmente, o estojo da invencédo pode
conter meios para deteccdo adequada para propdsitos cientifico,
médico e/ou de diagnostico. A fabricagdo dos estojos segue de
preferéncia procedimentos padrao que sao conhecidos do versado na
técnica.

[0080] A invencao também prové um metodo para a otimizacéo de

uma molécula de anticorpo conforme acima definido compreendendo
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as etapas de:

(@) construcdo de uma biblioteca de fragmentos de
anticorpo  Fab diversificados derivados de um  anticorpo
compreendendo pelo menos uma CDR3 de uma regido Vx. conforme
codificado por uma molécula de acido nucléico conforme mostrado na
SEQ ID NO: 21, 23 ou 25 ou pelo menos uma sequéncia de
aminoacido de CDR3 de uma regido Vu. conforme mostrado na SEQ
ID NO: 22, 24 ou 26,

(b) teste da biblioteca de otimizacdo de Fab resultante
através de "panning" contra AB/AP4;

(c) identificacao de clones otimizados; e

(d) expressao de clones selecionados, otimizados.

[0081] A otimizacdo dos anticorpos/moléculas de anticorpo da
invencdo € também documentada nos exemplos anexos e pode
compreender a selecéo de, por exemplo, afinidade mais alta para uma
ou ambas regides/epitopos de B-A4 conforme aqui definido ou selecao
de expressdo aperfeicoada e similar. Em uma modalidade, a dita
selecéo de afinidade mais alta para um ou ambos regifes/epitopos de
B-A4 compreende a selecdo de alta afinidade para (a) um
prolongamento de aminoacido compreendendo 2 a 10 aminoacidos
(ou (a) parte(s) dele) ou B-A4 elou (b) um prolongamento de
aminoacido compreendendo os aminoacidos 12 a 25 (ou (a) parte(s)
dele de B-A4 (SEQ ID NO:27).

[0082] O versado na técnica pode imediatamente realizar o
método da invencdo empregando 0s ensinamentos da presente
invencao. Protocolos de otimizacdo para anticorpos sédo conhecidos na
técnica. Esses protocolos de otimizacdo compreendem, inter alia,
mutagénese guiada de CDR conforme descrito e ilustrado aqui e
descrito em Yang (1995), J. Mol. Biol. 25, 392-403; Schier (1996) J.
Mol. Biol. 263, 551-567; Barbas (1996), Trends Biotech. 14, 230-34 ou
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Wu (1998), PNAS 95, 6037-6042; Schier (1996), Human Antibodies
Hybridomas 7, 97; Moore (1997) J. Mol. Biol. 272, 336. Técnicas de
"panning" sdo também conhecidas na técnica, vide, por exemplo, Kay
(1993), Gene 128, 59-65. Ainda, publicacGes tal como Borrebaeck
(1995), "Antibody Engineering”, Oxford University Press, 229-266;
McCafferty (1996), "Antibody Engineering”, Oxford University Press;
Kay (1996), "A Laboratory Manual’, Academic Press provéem
protocolos de otimizagdo que podem ser modificados de acordo com a
presente invencao.

[0083] O método de otimizacdo pode compreender ainda uma
etapa (ca), com o0 que os clones otimizados sao ainda mais otimizados
por mutagénese de cassete, conforme ilustrado nos exemplos anexos.
[0084] O método para otimizacdo de uma molécula de anticorpo
descrita aqui € ainda mais ilustrado nos exemplos anexos como
maturacdo de afinidade de anticorpos de origem/moléculas de anticorpo
capazes de especificamente reconhecer duas regides do beta -A4
peptideo/Abetad/AB/IAR4IBA4. De preferéncia, o dito AB/AB4 (também
chamada RRA4 no contexto da presente invencado) na etapa (b) do
método descrito acima € Ap/AB4 agregado. O dito "panning" pode ser
realizado (conforme descrito nos exemplos anexos) com estringéncia
de ligacdo maior. A estringéncia pode ser aumentada, inter alia,
através da reducdo da concentracdo de APB/AB4 ou através da
elevacdo da temperatura (ensaio). O teste da biblioteca otimizada
através de "panning" é conhecido do versado na técnica e descrito em
Kay (1993) loc. cit. De preferéncia, a identificacdo na etapa (c) é
realizada classificando de acordo com os valores Kp..

[0085] Com mais preferéncia, a dita identificacdo na etapa (c) é
realizada através da classificacdo koff. A classificacdo koff € conhecida
do versado na técnica e descrita em Schier (1996), loc. cit.; Schier
(1996), J. Mol. Biol. 255, 28-43 ou Duenas (1996), Mol. Immunol. 33,
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279-286. Além disso, a classificacdo koff € ilustrada nos desenhos
anexos. A constante de "off-rate” pode ser medida conforme descrito
nos exemplos anexos.
[0086] Conforme acima mencionado, o0s clones identificados
podem, para mais avaliagdo, ser expressos. A expressdo pode ser
realizada através de métodos conhecidos, inter alia, ilustrados nos
exemplos anexos. A expressao pode, inter alia, levar a fragmentos Fab
expressos, scFvs, imunoglobulinas biespecificas, moléculas de
anticorpo biespecificas, proteinas de fusdo Fab- e/ou Fv, ou anticorpos
completos, tal como IgGs, em particular, IgG1.
[0087] Anticorpos otimizados, em particular Fabs otimizados ou
IgGs otimizados, de preferéncia IgG1s, podem ser testados através de
métodos conforme ilustrado nos exemplos anexos. Tais métodos
compreendem, mas ndo estao limitados a, teste de afinidades de
ligacdo, a determinacdo dos valores KD, andlise "pepspot”, ensaios
ELISA, ensaios RIA, ensaios CLIA, estudos (imuno-) histolégicos (por
exemplo, tingimento de placas amiloide), ensaios de despolimerizagao
ou fagocitose de B-A4 dependente de anticorpo.
[0088] Em uma modalidade adicional da presente invencado, é
provido um método onde o0s anticorpos otimizados sdo gerados
através de clonagem cruzada. Este método € também ilustrado nos
exemplos anexos e compreende a etapa de combinar
independentemente regibes de CDR otimizadas, combinando
independentemente H-CDR2 e L-CDR2 otimizadas de clones maduros
com H-CDR3, de preferéncia a mesma H-CDR3.
[0089] Em uma modalidade preferida, a invencao refere-se a um
método para a preparacdo de uma composicdo farmacéutica
compreendendo as etapas de:

(a) otimizacdo de um anticorpo de acordo com o meétodo

descrito aqui e ilustrado nos exemplos anexos; e
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(b) formulacdo do anticorpo/molécula de anticorpo
otimizada com um veiculo fisiologicamente aceitavel, conforme
descrito acima.

[0090] Desse modo, a invencdo também prové uma composicao
farmacéutica preparada através do método descrito aqui e
compreendendo ainda moléculas de anticorpo otimizadas capazes de
especificamente reconhecer duas regibes da peptideo beta-A4
/Abetad/AR/A4RR/3A4, conforme descrito acima.

As sequéncias exemplificadas sdo mencionadas aqui:

SEQID NO: 1

AEFRHDSGY
[0091] Primeira regido do peptideo B-A4, "regido N-

terminal/epitopo”
SEQ ID NO: 2
VHHQKLVFFAEDVG
[0092] Segunda regido do peptideo B-A4, "regido central/média

/epitopo”

SEQ ID NO: 3

[0093] Regido VH de MS-Roche No. 3 (sequéncia de acido
nucléico)
CAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGG
GCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTT
AGCAGCTATGCGATGAGCTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGG
TCTCGAGTGGGTGAGCGCGATTAGCGGTAGCGGCGGCAGCACCT
ATTATGCGGATAGCGTGAAAGGCCGTTTTACCATTTCACGTGATAA
TTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGA
AGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGTCTTACTCATTATGCTCGT
TATTATCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACG
GTTAGCTCAGC (SEQ ID NO : 3)

SEQ ID NO: 4
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[0094] Regido VH de MS-Roche No. 3 (sequéncia de aminoacido)

QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGL

EWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCARLTHYARYYRYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO : 4)

SEQ ID NO: 5

[0095] Regido VH de MS-Roche No. 7 (sequéncia de &cido

nucléico)
CAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGG
GCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTT
AGCAGCTATGCGATGAGCTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGG
TCTCGAGTGGGTGAGCGCGATTAGCGGTAGCGGCGGCAGCACCT
ATTATGCGGATAGCGTGAAAGGCCGTTTACCATTTCACGTGATAAT
TCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAA
GATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGTGGTAAGGGTAATACTCAT
AAGCCTTATGGTTATGTTCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCA
CCCTGGTGACGGTTAGCTCAGC (SEQ ID NO: 5)

SEQ ID NO: 6

[0096] Regido VH de MS-Roche No.7 (sequéncia de aminoacido)
QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGL
EWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT
AVYYCARGKGNTHKPYGYVRYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 6)
SEQID NO: 7

[0097] Regido VH de MS-Roche No.8 (sequéncia acido nucléico)
CAGGTGCAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGG
GCGGCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTT
AGCAGCTATGCGATGAGCTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGG
TCTCGAGTGGGTGAGCGCGATTAGCGGTAGCGGCGGCAGCACCT
ATTATGCGGATAGCGTGAAAGGCCGTTTTACCATTTCACGTGATAA
TTCGAAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGA
AGATACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGTCTTCTTTCTCGTGGTTAT

Peticao 870190126456, de 02/12/2019, pag. 55/153



52/130

AATGGTTATTATCATAAGTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTG
GTGACGGTTAGCTC AGC (SEQ ID NO: 7)

SEQ ID NO: 8

[0098] Regido VH de MS-Roche No0.8 (sequéncia de aminoéacido)
QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTESSYAMSWVRQAPGKGL
EWVSAISGSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT
AVYYCARLLSRGYNGYYHKFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 8)
SEQID NO: 9

[0099] Regido VL de MS-Roche No0.3 (sequéncia de acido
nucléico)
GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCC
GGGCGAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGAGCGTG
AGCAGCAGCTATCTGGCGTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGC
ACCGCGTCTATTAATTTATGGCGCGAGCAGCCGTGCAACTGGGGT
CCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTACCCT
GACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGGTTTATTATTG
CCAGCAGGTTTATAATCCTCCTGTTACCTTTGGCCAGGGTACGAA
AGTTGA AATTAAACGTACG (SEQ ID NO: 9)

SEQ ID NO: 10

[00100] Regido VL de MS-Roche No.3 (sequéncia de aminoé&cido)
DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQVYN
PPVTFGQGTKVEIKRT (SEQ ID NO: 10)

SEQID NO: 11

[00101] Regido VL de MS-Roche No.7 (sequéncia de acido
nucléico)
GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCC
GGGCGAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGAGCGTG
AGCAGCAGCTATCTGGCGTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGC
ACCGCGTCTATTAATTTATGGCGCGAGCAGCCGTGCAACTGGGGT
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CCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTACCCT
GACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGACTTATTATTG
CTTTCAGCTTTATTCTGATCCTTTTACCTTTGGCCAGGGTACGAAA
GTTGAAATTAAACGTACG (SEQ ID NO. 11)

SEQID NO: 12

[00102] Regido VL de MS-Roche No.7 (sequéncia de aminoacido)
DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCFQLYSD
PFTFGQGTKVEIKRT (SEQ ID NO: 12)

SEQ ID NO: 13

[00103] Regido VL de MS-Roche No0.8 (sequéncia de acido
nucléico)
GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCC
GGGCGAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGAGCGTG
AGCAGCAGCTATCTGGCGTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGC
ACCGCGTCTATTAATTTATGGCGCGAGCAGCCGTGCAACTGGGGT
CCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTACCCT
GACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGACTTATTATTG
CCAGCAGCTTTCTTCTTTTCCTCCTACCTTTGGCCAGGGTACGAAA
GTTGA AATTAAACGTACG (SEQ ID NO: 13)

SEQ ID NO: 14

[00104] Regido VL de MS-Roche No.8 (sequéncia de aminoéacido)
DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCQQLSSF
PPTFGQGTKVEIKRT (SEQ ID NO : 14)

SEQ ID NO: 15

[00105] CDR3 da Regido V. de MSR-3 (sequéncia de acido
nucléico)

|[CAGCAGGTTTATAATCCTCCTGTT]|

(SEQ ID NO: 15)
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SEQ ID NO: 16

[00106] CDRS3 da Regido V. de MSR-3 (sequéncia de aminoacido)
QQVYNPPV (SEQ ID NO: 16)

SEQ ID NO: 17

[00107] CDR3 da Regido V. de MSR-7 (sequéncia de acido
nucléico)

[ITTTCAGCTTTATTCTGATCCTTTT]|

(SEQ ID NO: 17)

SEQ ID NO: 18

[00108] CDR3 da Regido V. de MSR-7 (sequéncia de aminoacido)
FQLYSDPF (SEQ ID NO. 18)

SEQ ID NO: 19

[00109] CDR3 da Regidao V. de MSR-8 (sequéncia de acido
nucléico)

CAGCAGCTTTCTTCTTTTCCTCCT

(SEQ ID NO. 19)

SEQ ID NO: 20

[00110] CDRS3 da Regido V. de MSR-8 (sequéncia de aminoacido)
QQLSSFPP (SEQ ID NO: 20)

SEQ ID NO: 21

[00111] CDR da Regido Vi de MSR-3 (sequéncia de &acido
nucléico)

CTTACTCATTATGCTCGTTATTATCGTTATTTTGATGTT

(SEQ ID NO: 21)

SEQ ID NO: 22

[00112] CDR da Regido Vy de MSR-3 (sequéncia de aminoacido)
LTHYARYYRYFDV

(SEQ ID NO: 22)

SEQ ID NO: 23

[00113] CDR da Regido Vi de MSR-7 (sequéncia de &acido

Petica0 870190126456, de 02/12/2019, pag. 58/153



55/130

nucléico)
GGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTATGTTCGTTATTTTG
ATGT

(SEQ ID NO: 23)

SEQ ID NO: 24

[00114] CDR da Regido Vv de MSR-7 (sequéncia de aminoacido)
GKGNTHKPYGYVRYFDV (SEQ ID NO: 24)

SEQ ID NO: 25

[00115] CDR da Regido Vi de MSR-8 (sequéncia de 4acido
nucléico)
CTTCTTTCTCGTGGTTATAATGGTTATTATCATAAGTTTGATGTT
(SEQ ID NO. 25)

SEQ ID NO: 26

[00116] CDR da Regiédo Vx de MSR-8 (sequéncia de aminoacido)
LLSRGYNGYYHKFDV (SEQ ID NO: 26)

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

(SEQ ID NO: 27)

SEQ ID NO: 28 iniciador

5-GTGGTGGTTCCGATATC-3' (SEQ ID NO: 28)

SEQ ID NO: 29 iniciador
5-AGCGTCACACTCGGTGCGGCTTTCGGCTGGCCAAGAACGGTTA-3
(SEQ ID NO: 29)

SEQ ID NO: 30 iniciador

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

SEQ ID NO: 31 iniciador

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

SEQ ID NO: 32 VH de MS-Roche No.3 .6H5 x 3.6L2; DNA; sequéncia
artificial
CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCA
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GCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAGCT
ATGCGATGAGCTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAG
TGGGTGAGCGCTATTTCTGAGTCTGGTAAGACTAAGTATTATGCT
GATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGATAATTCGAAAA
ACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACGG
CCGTGTATTATTGCGCGCGTCTTACTCATTATGCTCGTTATTATCG
TTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTTAGCTC
A (SEQ ID NO: 32)

SEQ ID NO. 33: regidao VH prot de MS-Roche No0.3.6H5 x 3.6L2;
proteina/l; sequéncia artificial
QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEW
VSAISESGKTKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCARLTHYARYYRYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 33)

SEQ ID NO: 34 reqgido de VH de MS-Roche N0.3.6H8 x 3.6L2; DNA;
sequéncia artificial
CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCG
GCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGC
AGCTATGCGATGAGCTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCT
CGAGTGGGTGAGCGCTATTTCTGAGTATTCTAAGTTTAAGTATTAT
GCTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGATAATTCGA
AAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATA
CGGCCGTGTATTATTGCGCGCGTCTTACTCATTATGCTCGTTATTA
TCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTGACGGTT
AGCTCA (SEQ ID NO: 34)

SEQ ID NO: 35 regiao VH prot de MS-Roche No0.3.6H8 x 3.6L2;
proteina/l; sequéncia artificial
QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEW
VSAISEYSKFKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCARLTHYARYYRYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 35)

SEQ ID NO: 36 regido VH de MS-Roche No0.7.4H2 x 7.2L 1; DNA;
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sequéncia artificial
CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCA
GCCTGCGTC'TGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAGC
TATGCGATGAGCTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGA
GTGGGTGAGCGCTATTAATTATAATGGTGCTCGTATTTATTATGCT
GATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGATAATTCGAAAA
ACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACG
GCCGTGTATTATTGCGCGCGTGGTAAGGGTAATACTCATAAGCCT
TATGGTTATGTTCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGG
TGACGGTTAGCTCA

(SEQ ID NO: 36)

SEQ ID NO: 37 regidao VH prot de MS-Roche No.7.4H2 x 7.2L1;
proteina/l; sequéncia artificial
QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEW
VSAINYNGARIYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCARGKGNTHKPYGYVRYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 37)
SEQ ID NO: 38 reqgido VH de MS-Roche No0.7.9H2 x 7.12 L2; DNA;
sequéncia artificial
CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCG
GCAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGC
AGCTATGCGATGAGCTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCT
CGAGTGGGTGAGCGCTATTAATGCTGATGGTAATCGTAAGTATTA
TGCTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGATAATTCG
AAAAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGAT
ACGGCCGTGTATTATTGCGCGCGTGGTAAGGGTAATACTCATAAG
CCTTATGGTTATGTTCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCC
TGGTGACGGTTAGCTCA (SEQ ID NO: 38)

SEQ ID NO: 39 regidao VH prot de MS-Roche No.7.9H2 x 7.12 L2;
proteina/l; sequéncia artificial
QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEW
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VSAINADGNRKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCARGKGNTHKPYGYVRYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 39)
SEQ ID NO: 40 reqgido VH de MS-Roche No.7.9H4 x 7.1212; DNA;
sequéncia artificial
CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCL
AGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAG
CTATGCGATGAGCTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCG
AGTGGGTGAGCGCTATTAATGCTGTTGGTATGAAGAAGTTTTATG
CTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGATAATTCGAA
AAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATAC
G GCCGTGTATTATTGCGCGCGTGGTAAGGGTAATACTCATAAGC
CTTATGGTTATGTTCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCT
GGTGACGGTTAGCTCA

(SEQ ID NO: 40)

SEQ ID NO: 41 regidao VH prot de MS-Roche No.7.9H4 x 7.12L2;
proteina/l; sequéncia artificial
QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEW
VSAINAVGMKKFYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCARGKGNTHKPYGYVRYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 41)
SEQ ID NO: 42 VH de MS-Roche No.7.11 H1 x 7.11L1; DNA;
sequéncia artificial
CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGCGGCA
GCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCAGCT
ATGCGATGAGCTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTCGAG
TGGGTGAGCGGTATTAATGCTGCTGGTTTTCGTACTTATTATGCTG
ATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGATAATTCGAAAAA
CACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATACGGC
CGTGTATTATTGCGCGCGTGGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTAT
GGTTATGTTCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTGGTG
ACGGTTAGCTCA (SEQ ID NO: 42)
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SEQ ID NO. 43 regidao VH prot de MS-Roche No.7.11 H1 x 7.11L1;
proteina/l; sequéncia artificial
QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEW
VSGINAAGFRTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCARGKGNTHKPYGYVRYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 43)
SEQ ID NO: 44 reqido VH de MS-Roche No.7.11H1 x 7.2L.1; DNA;
sequéncia artificial
CAATTGGTGGAAAGCGGCGGCGGCCTGGTGCAACCGGGLCGG
CAGCCTGCGTCTGAGCTGCGCGGCCTCCGGATTTACCTTTAGCA
GCTATGCGATGAGCTGGGTGCGCCAAGCCCCTGGGAAGGGTCTC
GAGTGGGTGAGCGGTATTAATGCTGCTGGTTTTCGTACTTATTATG
CTGATTCTGTTAAGGGTCGTTTTACCATTTCACGTGATAATTCGAA
AAACACCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGCGTGCGGAAGATAC
GGCCGTGTATTATTGCGCGCGTGGTAAGGGTAATACTCATAAGCC
TTATGGTTATGTTCGTTATTTTGATGTTTGGGGCCAAGGCACCCTG
GTGACGGTTAGCTCA (SEQ ID NO: 44)

SEQ ID NO: 45 regiao VH prot de MS-Roche No.7.11 H1 x 7.2L1;
proteina/l; sequéncia artificial
QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEW
VSGINAAGFRTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCARGKGNTHKPYGYVRYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 45)
SEQ ID NO: 46 regidao VL de MS-Roche No0.3.6H5 x 3.6L2; DNA;
sequéncia artificial
GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCC
GGGC GAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGTTTCTTT
CTCGTTATTATCTGGCGTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCAC
CGCGTCTATTAATTTATGGCGCGAGCAGCCGTGCAACTGGGGTCC
CGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTACCCTGA
CCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGGTTTATTATTGCCA
GCAGACTTATAATTATCCTCCTACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTT
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GAAAT TAAACGTACG (SEQ ID NO: 46)

SEQ ID NO:47 reqido VL prot de MS-Roche No0.3.6H5 x 3.6L2;
proteina/l; sequéncia artificial
DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFLSRYYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQTYNY
PPTFGQGTKVEIKRT (SEQ ID NO: 47)

SEQ ID NO: 48 reqgido VL de MS-Roche No0.3.6H8 x 3.6L2; DNA:;
sequéncia artificial
GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCC
GGGCGAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGTTTCTTT
CTCGTTATTATCTGGCGTGGTACCAGCAGAfIACCAGGTCAAGCAC
CGCGTCTATTAATTTATGGCGCGAGCAGCCGTGCAACTGGGGTCC
CGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTACCCTGA
CCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGGTTTATTATTGCCA
GCAGACTTATAATTATCCTCCTACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTT
GAAAT TAAACGTACG (SEQ ID NO: 48)

SEQ ID NO: 49 regido VL prot de MS-Roche No0.3.6H8 x 3.6L2;
proteina/l; sequéncia artificial
DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQFLSRYYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQTYNY
PPTFGQGTKVEIKRT (SEQ ID NO: 49)

SEQ ID NO: 50 regido VL de MS-Roche No.7.4H2 x 7.2L1; DNA;

sequéncia artificial
GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCC
GGGCGAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGTATGTTG
ATCGTACTTATCTGGCGTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCAC
CGCGTCTATTAATTTATGGCGCGAGCAGCCGTGCAACTGGGGTCC
CGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTACCCTGA
CCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGACTTATTATTGCCA
GCAGATTTATTCTTTTCCTCATACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTT
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GAAAT TAAACGTACG (SEQ ID NO: 50)

SEQ ID NO: 51 reqgido VL prot de MS-Roche No.7.4H2 x 7.2L1;
proteina/l; sequéncia artificial
DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQYVDRTYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCQQIYSF
PHTFGQGTKVEIKRT (SEQ ID NO: 51)

SEQ ID NO: 52 reqgido VL de MS-Roche No0.7.9H2 x 7.12 L2; DNA;
sequéncia artificial
GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCC
GGGCGAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGCGTTTTT
TTTATAAGTATCTGGCGTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCAC
CGCGTCTATTAATTTCTGGTTCTTCTAACCGTGCAACTGGGGTCCC
GGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTACCCTGAC
CATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGGTTTATTATTGCCTT
CAGCTTTATAATATTCCTAATACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTG
AAATTA AACGTACG (SEQ ID NO: 52)

SEQ ID NO: 53 regido VL prot de MS-Roche No.7.9H2 x 7.12L2;

proteina/l; sequéncia artificial
DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQRFFYKYLAWYQQKPGQAPRL
LISGSSNRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCLQLYNI
PNTFGQGTKVEIKRT (SEQ ID NO: 53)

SEQ ID NO: 54 regiao VL de MS-Roche No.7.9H4 x 7.121.2; DNA;

sequéncia artificial
GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCC
GGGCGAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGCGTTTTT
TTTATAAGTATCTGGCGTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCAC
CGCGTCTATTAATTTCTGGTTCTTCTAACCGTGCAACTGGGGTCCC
GGCOCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTACCCTGAC
CATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGGTTTATTATTGCCTT
CAGCTTTATAATATTCCTAATACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTTG
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AAATTA AACGTACG (SEQ ID NO: 54)

SEQ ID NO: 55 regido VL prot de MS-Roche No.7.9H4 x 7.121.2;
proteina/l; sequéncia artificial
DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQRFFYKYLAWYQQKPGQAPRL
LISGSSNRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCLQLYNI
PNTFGQGTKVEIKRT (SEQ ID NO: 55)

SEQ ID NO: 56 regido VL de MS-Roche N0.7.11 H1 x 7.11 L1; DNA;
sequéncia artificial
GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGT
CTCCGGGCGAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGCG
TATTCTTCGTATTTATCTGGCGTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAA
GCACCGCGTCTATTAATTTATGGCGCGAGCAGCCGTGCAACTGG
GGTCCCGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTA
CCCTGACCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGACTTATT
ATTGCCAGCAGGTTTATTCTCCTCCTCATACCTTTGGCCAGGGTAC
GAAAGTTGAAA TTAAACGTACG (SEQ ID NO: 56)

SEQ ID NO: 57 reqido VL prot de MS-Roche No.7.11H1 x 7.11L1;
proteina/l; sequéncia artificial
DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQRILRIYLAWYQQKPGQAPRLLI
YGASSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCQQVYSPP
HTFGQGTKVEIKRT (SEQ ID NO: 57)

SEQ ID NO: 58 regiao VL de MS-Roche No.7.11H1 x 7.2L1; DNA;
sequéncia artificial
GATATCGTGCTGACCCAGAGCCCGGCGACCCTGAGCCTGTCTCC
GGGCGAACGTGCGACCCTGAGCTGCAGAGCGAGCCAGTATGTTG
ATCGTACTTATCTGGCGTGGTACCAGCAGAAACCAGGTCAAGCAC
CGCGTCTATTAATTTATGGCGCGAGCAGCCGTGCAACTGGGGTCC
CGGCGCGTTTTAGCGGCTCTGGATCCGGCACGGATTTTACCCTGA
CCATTAGCAGCCTGGAACCTGAAGACTTTGCGACTTATTATTGCCA
GCAGATTTATTCTTTTCCTCATACCTTTGGCCAGGGTACGAAAGTT
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GAAAT TAAACGTACG (SEQ ID NO: 58)

SEQ ID NO: 59 reqgido VL prot de MS-Roche No.7.11H1 x 7.2L1;
proteina/l; sequéncia artificial
DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQYVDRTYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCQQIYSF
PHTFGQGTKVEIKRT (SEQ ID NO: 59)

SEQ ID NO: 60 Regido HCDR3 de MS-Roche No0.3.6H5 x 3.6L.2; DNA;
sequéncia artificial
CTTACTCATTATGCTCGTTATTATCGTTATTTTGATGTT (SEQ ID
NO: 60)

SEQ ID NO: 61 regidao HCDR3 prot de MS-Roche No0.3.6H5 x 3.6L2;
proteina/l; sequéncia artificial

LTHYARYYRYFDV (SEQ ID NO: 61)

SEQ ID NO: 62 regido HCDR3 de MS-Roche N0.3.6H8 x 3.6L2; DNA;
sequéncia artificial
CTTACTCATTATGCTCGTTATTATCGTTATTTTGATGTT (SEQ ID
NO: 62)

SEQ ID NO: 63 regiao HCDR3 prot de MS-Roche No0.3.6H8 x 3.6L2;
proteina/l; sequéncia artificial

LTHYARYYRYFDV (SEQ ID NO: 63)

SEQ ID NO: 64 regido HCRD3 de MS-Roche No.7.4H2 x 7.2L.1; DNA;
sequéncia artificial
GGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTATGTTCGTTATTTTG
ATGTT (SEQ ID NO: 64)

SEQ ID NO: 65 regiao HCDR3 prot de MS-Roche No.7.4H2 x 7.2L1;
proteina/l; sequéncia artificial

GKGNTHKPYGYVRYFDV (SEQ ID NO: 65)

SEQ ID NO: 66 reqgido HCDRS3 prot de MS-Roche No.7.9H2 x 7.12 L2;
DNA; sequéncia artificial
GGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTATGTTC
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GTTATTTTGATGTT (SEQ ID NO: 66)

SEQ ID NO: 67 regido HCDR3 prot de MS-Roche No.7.9H2 x 7.121.2;
proteina/l; sequéncia artificial

GKGNTHKPYGYVRYFDV (SEQ ID NO: 67)

SEQ ID NO: 68 regiao HCDRS3 prot de MS-Roche No.7.9H4 x 7.121 2;
DNA; sequéncia artificial
GGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTATGTTCGTTATTTTG
ATGTT (SEQ ID NO: 68)

SEO ID NO: 69 regido HCDRS3 prot de MS-Roche No.7.9H4 x 7.12L2;
proteina/l; sequéncia artificial

GKGNTHKPYGYVRYFDV (SEQ ID NO: 69)

SEQ ID NO: 70 regiao HCDR3 prot de MS-Roche No.7.11 H1 x
7.111L.1; DNA; sequéncia artificial
GGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTATGTTCGTTATTTTG
ATGTT (SEQ ID NO: 70)

SEQ ID NO: 71 reqgido HCDR3 prot de MS-Roche No.7.11H1 x 7.11L1;
proteina/l; sequéncia artificial

GKGNTHKPYGYVRYFDV (SEQ ID NO: 71)

SEQ ID NO: 72 regido HCDR3 prot de MS-Roche No.7.11H1 x 7.2L1;
DNA; sequéncia artificial
GGTAAGGGTAATACTCATAAGCCTTATGGTTATGTTCGTTATTTTG
ATGTT (SEQ ID NO: 72)

SEQ ID NO: 73 regido HCDRS3 prot de MS-Roche No.7.11H1 x 7.2L1;
proteina/l; sequéncia artificial

GKGNTHKPYGYVRYFDV (SEQ ID NO: 73)

SEQ ID NO: 74 reqgido LCDR3 prot de MS-Roche No0.3.6H5 x 3.6L2;
DNA; sequéncia artificial

CAGCAGACTTATAATTATCCTCCT (SEQ ID NO: 74)

SEQ ID NO: 75 regido LCDR3 prot de MS-Roche No0.3.6H5 x 3.6L2;

proteina/l; sequéncia artificial
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QQTYNYPP (SEQ ID NO: 75)
SEQ ID NO: 76 regido LCDR3 prot de MS-Roche No0.3.6H8 x 3.6L2;

DNA: sequéncia artificial
CAGCAGACTTATAATTATCCTCCT (SEQ ID NO: 76)
SEOQO ID NO: 77 regido LCDR3 prot de MS-Roche No0.3.6H8 x 3.6L2;

proteina/l; sequéncia artificial
QQTYNYPP (SEQ ID NO: 77)
SEO ID NO: 78 regidao LCDR3 prot de MS-Roche No.7.4H2 x 7.2L 1:

DNA: sequéncia artificial
CAGCAGATTTATTCTTTTCCTCAT (SEQ ID NO: 78)
SEQ ID NO: 79 regido LCDR3 prot de MS-Roche No.7.4H2 x 7.2L1;

proteina/l; sequéncia artificial
QQIYSFPH (SEQ ID NO: 79)
SEQ ID NO: 80 reqgidao LCDR3 prot de MS-Roche No.7.9H2 x 7.12L2;

DNA: sequéncia artificial
CTTCAGCTTTATAATATTCCTAAT (SEQ ID NO: 80)
SEO ID NO: 81 reqgiao LCDR3 prot de MS-Roche No.7.9H2 x 7.12L2;

proteina/l; sequéncia artificial
LQLYNIPN (SEQ ID NO: 81)
SEQ ID NO:82 regiao LCDR3 prot de MS-Roche No0.7.9H4 x 7.12L.2;

DNA: sequéncia artificial
CTTCAGCTTTATAATATTCCTAAT (SEQ ID NO: 82)
SEQ ID NO: 83 regidao LCDR3 prot de MS-Roche No.7.9H4 x 7.12L2:

proteina/l; sequéncia artificial
LQLYNIPN (SEQ ID NO: 83)
SEQ ID NO: 84 regiao LCDR3 prot de MS-Roche No.7.11H1 x 7.11L1;

DNA: sequéncia artificial
CAGCAGGTTTATTCTCCTCCTCAT (SEQ ID NO: 84)
SEQ ID NO: 85 reqgiao LCDR3 prot de MS-Roche No.7.11H1 x 7.11 L1;

proteina/l; sequéncia artificial
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QQVYSPPH (SEQ ID NO: 85)

SEQ ID NO: 86 regido LCDR3 prot de MS-Roche No.7.11H1 x 7.2L1;
DNA; sequéncia artificial

CAGCAGATTTATTCTTTTCCTCAT (SEQ ID NO: 86)

SEQ ID NO: 87 reqgido LCDR3 prot de MS-Roche No.7.11H1 x 7.2L1;
proteina/l; sequéncia artificial

QQIYSFPH (SEQ ID NO: 87)

SEQ ID NO: 88 regidao VH de MS-Roche No.7.9H7; DNA; sequéncia
artificial
Caggtgcaattggtggaaagcggcggcggcctggtgcaaccgggcggcagcectgegtctgag
ctgcgcggcctecggatttacctttagcagcetatgcgatgagetgggtgcgecaagceccctggga

agggtctcgagtgggtgagcgctattaatgcttctggtactcgtacttattatgctgattctgttaaggg
tcgttttaccatttcacgtg
ataattcgaaaaacaccctgtatctgcaaatgaacagcctgcgtgcggaagatacggecgtgtat
tattgcgcgcgtggtaagggtaatactcataagcecttatggttatgttcgttattttgatgtttggggeca
aggcaccctggtgacggttagctca (SEQ ID NO: 88)

SEQ ID NO: 89 regido VH prot de MS-Roche No.7.9H7; proteina/l;
sequéncia artificial
QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGL
EWVSAINASGTRTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDT
AVYYCARGKGNTHKPYGYVRYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:
89)

SEQ ID NO: 90 regido VL de MS-RocheNo.7.9H7; DNA; sequéncia

artificial

Gatatcgtgctgacccagagcccggcegaccctgagectgtctccgggegaacgtgegaccctg
agctgcagagcgagccagagcgtgagcagcagctatctggegtggtaccagcagaaaccag
gtcaagcaccgcg

tctattaatttatggcgcgagcagcecgtgcaactggggtcccggegegttttageggctctggatec
ggcacggattttaccctgaccattagcagcctggaacctgaagactttgcgacttattattgecttca

gatttataatatg cctattacctttggccagggtacgaaagttgaaattaaacgtacg (SEQ ID
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NO: 90)

SEQ ID NO: 91 regido VL prot de MS-Roche No.7.9H7; proteina/l;
sequéncia artificial
DIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRL
LIYGASSRATGVPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFATYYCLQIYNM
PITFGQGTKVEIKRT (SEQ ID NO: 91)

SEQ ID NO: 92 regido HCDR3 de MS-Roche No0.7.9H7; DNA;

sequéncia artificial

Ggtaagggtaatactcataagccttatggttatgttcgttattttgatgtt (SEQ ID NO: 92)
SEQ ID NO: 93 regido HCDR3 prot de MS-Roche No.7.9H7;
proteina/l; sequéncia artificial

GKGNTHKPYGYVRYFOV (SEQ ID NO: 93)

SEQ ID NO: 94 regiao LCDR3 de MS-Roche No0.7.9H7; DNA;
sequéncia artificial

Cttcagatttataatatgcctatt (SEQ ID NO: 94)

SEQ ID NO: 95 reqgido LCDR3 prot de MS-Roche No.7.9H7;
proteina/l; sequéncia artificial

LQIYNMPI (SEQ ID NO:95)

[00117] Mais sequéncias ilustrativas sdo mostradas na listagem de

sequéncia anexa e sdo também mostradas nas tabelas anexas, em
particular Tabelas 1, 8 e 10.

[00118] As Figuras mostram:

[00119] Figura 1 Sumério de sequéncia de biblioteca HUCAL®-
Fabl

[00120] A numeracdo esta de acordo com VBASE exceto pela
lacuna na posicdo VLA 9. Em VBASE a lacuna é ajustada na posi¢cao
10 (Chothia e outros, 1992). No resumo de sequéncia todos os trés
residuos CDR3 que foram mantidos constantes sao indicados.
Sequéncias correspondentes empregadas para a biblioteca HUCAL-

Fabl podem ser encontradas na listagem de sequéncia anexa.
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A: sequéncia de aminoacido

B: sequéncia de DNA

[00121] Figura 2 Vetor de mostra de Fab pMORPH®18 Fab
[00122] Mapa do vetor e sequéncia de DNA incluindo locais de
restricao

[00123] Figura 3 Vetor de expressao de Fab pMORPH®x9 Fab
[00124] Mapa do vetor e sequéncia de DNA incluindo locais de
restricao

[00125] Figura 4 Sequéncias dos fragmentos Fab de origem de
MS-Roche-3, MS-Roche-7 e MS-Roche-8

A: sequéncia de aminoacido

B: sequéncia de DNA

[00126] Figura 5 Imunofluorescéncia indireta de placas amiloide de
uma secdo criostatica de coértex temporal humano. As placas foram
marcadas com Fab MS-RNo0.32 (painéis superiores) e Fab MS-
RNo.7.4 (painéis inferiores) a 20 ug/ml (painéis da esquerda) e 5 ug/ml
(painéis da direita) sob condi¢cbes de bloqueio estringentes. MS-RFab
ligado foi revelado através de Cy3-anti-humano de cabra.

[00127] Figura 6 Imunofluorescéncia indireta de placas amiloide de
uma secdo criostatica de cortex temporal humano. As placas foram
marcadas com IgG1l MS-RNo0.3.3 (painéis superiores) e IgG1 MS-R
No0.7.12 (painéis inferiores) a 0,05 ug/ml (painéis da esquerda) e 0,01
ug/ml (painéis da direita) sob condicGes de bloqueio estringentes. IgG1
MS-R ligado foi revelado através de Cy3-anti-humano (H+L) de cabra.
[00128] Figura 7 Imunofluorescéncia indireta de placas amiloide de
uma sec¢ao criostatica de cortex temporal humano usando anticorpos
apo0s maturacdo de afinidade final. As placas foram marcadas com
lgG1 MS-RNo0.7.9.H7 (MAB 31, painel superior), IgGl MS-
RNo.7.11.H1 x 7.2.L1 (MAB 11, painel do meio) e MSRNo0.3.4.H7,

painel inferior). Anticorpos foram usados a 0,05 ug/ml (painéis da
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esquerda) e 0,01 ug/ml (painéis da direita) sob condi¢ces de bloqueio
estringentes. Anticorpo IgG1 MS-R ligado foi revelado através de Cy3-
anti-humano (H+L) de cabra.

Escala: 8,5 mm = 150 um.
[00129] Figura 8 Ensaio de polimerizagdo. Anticorpos anti-Ap
previnem a incorporacdo de A biotinilado nos agregados de Ap pré-
formados.
[00130] Figura 9 Ensaio de despolimerizacdo. Anticorpos anti-Ap
induzem a liberacdo de AP biotinilado de Ap agregado.
[00131] Figura 10 Decoracao in vivo de placas amiloide em um
camundongo transgénico duplo APP/PS2 ap0és injecdo intravenosa de
1 mg de IgG MS-RocheNo0.7.9.H2 x 7.12.L2. Ap6s trés dias o
camundongo foi perfundido com solucdo salina tamponada com
fosfato e sacrificado. A presenca de IgG humano ligado a placas
amiloide foi revelada através de microscopia confocal apdés marcacéao
de sec¢Bes criostaticas do cértex central com um conjugado de IgG-
anti-humano-Cy3 (painel B). A mesma secédo foi marcada com um
anticorpo monoclonal de camundongo anti-Beta (conjugado BAP-2-
Alex488, painel A) para visualizar a posicdo de placas amiloide.
Canais vermelho (painel B) e verde (painel A) individuais, imagem
unida (painel D) e sinais co-localizados (painel C) sdo mostrados.

Escala: 1 cm =50 um

[00132] Figura 11 Decoracgao in vivo de placas amiloide em um
camundongo transgénico duplo APP/PS2 apds injecao intravenosa de
1 mg de 1gG MS-Roche No0.7.9.H4 x 7.12.L2. Condi¢Bes experimentais
e procedimento de tingimento eram idénticos aqueles descritos na
legenda da Figura 10.

Escala: 1,6 cm =50 um
[00133] Figura 12 Decoracéo in vivo de placas amiloide em um

camundongo transgénico duplo APP/PS2 apds injecao intravenosa de
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1 mg de IgG MS-Roche No.7.11.H1 x 7.2.L1 (MAB 11). Condicdes
experimentais e procedimento de tingimento eram idénticos aqueles
descritos na legenda da Figura 10.

Escala: 1,4 cm =70 um
[00134] Figura 13 Decoracao in vivo de placas amiloide em um
camundongo transgénico duplo APP/PS2 ap0ds injecao intravenosa de
2 mg de IgG MS-Roche No.7.9H7 (MAB 31) nos dias 0, 3 e 6. ApOs
nove dias o camundongo foi perfundido com solugéo salina tamponada
com fosfato e sacrificado. A presenca de IgG humano ligado a placas
amiloide foi revelada através de microscopia apds marcacdo de
secOes criostaticas do cortex frontal com um conjugado de IgG anti-
humano de cabra-Cy3 (painel B). A mesma sec¢éo foi marcadas com
um anticorpo monoclonal de camundongo anti-Abeta (conjugado BAP-
2-Alex488, painel A) para visualizar a posicdo de placas amiloide.
Canais vermelho (painel B) e verde (painel A) individuais, imagem
unida (painel D) e sinais co-localizados (painel C) sdo mostrados.

Escala: 1,6 cm = 80 um (painéis A, B, C); 1,0 cm =50 um
(painel D)
[00135] Figura 14 Decoracéo in vivo de placas amiloide em um
camundongo transgénico duplo APP/PS2 apds injecao intravenosa de
2 mg de IgG MS-Roche No.7.11.H1 x 7.2.L1 (MAB 11) nos dias 0, 3 e
6. CondicOes experimentais e procedimento de tingimento eram
idénticos aqueles descritos na legenda da Figura 13.

Escala: 1,6 cm =80 um
[00136] Figura 15 Analise de ligacdo de anticorpos anti-Ap a APP
de superficie celular. A ligacdo de anticorpo a células HEK293
transfectadas com APP humana e células de controle néo-
transfectadas foi analisada através de citometria de fluxo.
[00137] Os exemplos ilustram a invencao.

Exemplo 1: Construcdo e Avaliacdo de uma Biblioteca de
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Anticorpo Combinatério Humano (HUCAL®-Fab 1)
Clonagem de HUCAL®-Fab 1
[00138] HuCAL®-Fab 1 é uma biblioteca de anticorpo humano

modular, completamente sintética, no formato de fragmento de

anticorpo Fab. HuCAL®-Fab 1 foi montada comecando de uma
biblioteca de anticorpo no formato de cadeia simples (HUCAL®-scFv;
Knappik (2000), J. Mol. Biol. 296, 57-86).

[00139] Posicbes VA 1 e 2. Os genes master HuCal® originais
foram construidos com seus terminais N auténticos: VLALl: QS
(CAGAGQO); VLA2: QS (CAGAGC) e VLA3: SY (AGCTAT). Sequéncias
contendo esses aminoacidos sdo mostradas no WO 97/08320.
Durante a construcdo da biblioteca HUCAL®, os dois primeiros
aminoacidos foram mudados para DI para facilitar a clonagem da
biblioteca (local EcoRl). Todas as bibliotecas HUCAL® contém genes
VLA com o local EcoRlI GATATC (DI) na extremidade 5'. Todos os
genes kappa HUCAL® (genes master e todos os genes da biblioteca)
contém DI na extremidade 5' (Figuras 1A e B).

[00140] Posicdo VH 1. Os genes master HUCAL® originais foram
construidos com seus terminais N auténticos: VH1A,VH1B, VH2, CH4
e VH6 com Q (=CAG) como o primeiro aminoacido e VH3 e VH5 com
E (=GAA) como o primeiro aminoacido. Sequéncias contendo esses
aminoacidos sdo mostradas no WO 97/08320. Durante a clonagem da
biblioteca HUCAL®, o aminoacido na posi¢ado 1 de VH foi mudado para
Q (CAG) em todos os genes VH (Figuras 1A e B).

Projeto das bibliotecas de CDR

[00141] Posicdo Vx1/Vxk3 85. Por causa do procedimento de
mutagénese de cassete usado para introduzir a biblioteca de CDR3
(Knappik (2000), loc. cit.), a posicédo 85 de Vx1/V«3 pode ser ou T ou
V. Desse modo, durante a construcao da biblioteca HUCAL®-scFvl, a

posicdo 85 de Vx1/V«3 foi variada como segue: Vk1 original, 85T
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(codon ACC); biblioteca V«1, 85T ou 85V (Cdédons TRIM ACT ou
GTT); V&3 original, 85V (cédon GTG); biblioteca V&3, 85T ou 85V
(codons TRIM ACT ou GTT); o mesmo se aplica a HUCAL®-Fabl.

Projeto de CDR3. Todos os residuos de CDR3, que foram mantidos

constantes, sdo indicados nas Figuras 1 A e B.

[00142] Comprimento de CDRS3. A distribuicdo do comprimento de
CDRS3 projetada é como segue. Os residuos, que foram variados, sédo
mostrados em parénteses (x) na Figura 1; CDR3 de kappa V, residuos
de 8 aminoacidos (posicdes 89 a 96) (ocasionalmente 7-10 residuos),
com Q89, S90 e D92 fixos; e CDR3 de VH, 5 a 28 residuos de
aminoacido (posicbes 95 a 102) (ocasionalmente 4-28), com D101
fixos.

[00143] HuUCAL®-Fab 1 foi clonada em um vetor de expressao de
fagemideo pMORPH®18 Fabl (Figura 2). Este vetor compreende o
fragmento Fd com uma sequéncia de sinal phoA fundida no C-terminal
a uma proteina Il de gene truncado de fago de filamento, e ainda
compreende a VL-CL de cadeia leve com uma sequéncia de sinal
ompA. Ambas cadeias estdo sob controle do operon lac. Os dominios
constantes CA, Cx e CH1l s&o genes sintéticos completamente
compativeis com o sistema molecular de HUCAL® (Knappik, (2000),
loc. cit.).

[00144] A cadeia VH integral (fragmento Munl/Styl) foi substituida
com um fragmento simulado de 1205 pb contendo a unidade de
transcricdo de B-lactamase (bla), desse modo facilitando as etapas
subsequentes para preparacao de fragmento de vetor e permitindo a
selecdo de remocao de VH completa.

[00145]  Ap6s substituicdo de VH, VLA foi removida por EcoRlI/Dralli
e VLk por EcoRI/BsIWI e substituida com fragmento de gene de
fosfatase alcalina bacteriana (bap) (1420 pb). Como a variabilidade

das cadeias leves € menor do que aquela das cadeias pesadas,
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clonagem foi iniciada com as bibliotecas de cadeia leve. As bibliotecas
de cadeia leve VLA e VLk diversificadas em L-CDR3, que foram
geradas para biblioteca de HUCAL®-scFv (Knappik (2000), loc. cit.)
foram também usadas para clonagem de HUCAL®-Fabl. No caso deA,
elas consistiam na estrutura principal A1-, A2- e A3-HUCAL® e tinham
uma variabilidade total de 5,7 x 10° Fragmentos de VLA foram
amplificados por 15 ciclos de PCR (polimerase Pwo) com primers 5'-
GTGGTGGTTCCGATATC-3 (SEQ ID NO:28) e 5'-
AGCGTCACACTCGGT GCGGCTTTCGGCTGGCCAAGAACGGTTA-
3" (SEQ ID NO:29). Os produtos de PCR foram digeridos com
EcoRV/Dralll e purificados com gel. No caso da biblioteca de VLA, a
simulacao de bap foi removida pelo EcoRV/Dralll do vetor da biblioteca.
2 ng de vetor purificado com gel foram ligados com excesso molar de
3 vezes de cadeias VLA por 16 horas a 16° C, e as misturas de ligacao
foram eletroforadas em 800 ul de células TOP10F de E. coli
(Invitrogen), dando ao todo 4,1 x 108 col6nias independentes. Os
transformantes foram amplificados cerca de 2000 vezes em 2 x YT/1%
de glicose/34 pg/ml de cloramfenicol/100 pg/ml de ampicilina,
coletados e armazenados em 20% (p/v) de glicerol a -80° C. As
bibliotecas de kcompreendem os genes master k1-, k2-, k3 e «k4-
HuCAL® com uma variabilidade total de 5,7 x 10%. Cadeias VLk foram
obtidas através de digestdo de restricdio com EcoRV/BsIWI e
purificadas com gel. No caso da biblioteca de VLk, a simulagao de bap
foi removida pelo EcoRV/BsIWI do vetor de biblioteca. 2 ug de vetor
purificado com gel foram misturados com um excesso molar de 5
vezes de cadeias VLk. Ligacdo e transformacdo em células TOP10F
de E. coli (Invitrogen) foram realizadas conforme descrito para cadeias
VLA, dando ao todo 1,6 x 108 col6nias independentes. O DNA das

duas bibliotecas de cadeia leve foi preparado e a simulagcao de bla foi
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removida pelo Munl/Styl, desse modo gerando dois vetores para
insercdo das sub-bibliotecas de VH. As bibliotecas de VH HUCAL®-
scFv foram usadas para a geracdo de HUCAL®-Fabl. As bibliotecas
de VH HuCAL®-scFv consistiam nos genes master VH1A/B-6
diversificados com dois cassetes de biblioteca de trinucleotideo VH-
CDRS3 diferindo no comprimento de CDR3 separadamente, e cada
biblioteca de VH combinou com a biblioteca de VL« e VLA. Para a
geracdo da HUCAL®-Fab DNA dessas bibliotecas de VH foi preparado
preservando a variabilidade original. O DNA foi digerido com Munl/Styl
e purificado com gel. Um excesso molar de 5 vezes das cadeias VH foi
ligado com 3 pg do vetor da biblioteca VLA e com 3 ng do vetor da
biblioteca VLk por 4 horas a 22° C. As misturas de ligagdo foram
eletroforadas para cada vetor em 1200 ul de células TOP10F de E. coli
(Invitrogen), dando no total 2,1 x 10'° colonias indepententes. Os
transformantes foram amplificados cerca de 4000 vezes em 2 X YT/1%
de glicose/34 ug/ml de cloramfenicol/10 ug/ml de tetraciclina, coletados
e armazenados em 20% (p/v) de glicerol a -80° C. Como controle de
qualidade a cadeia leve e a cadeia pesada de clones de sinal foram
sequenciadas com 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3' (SEQ ID NO: 30) e
5-TACCGTTGCTCTTCACCCC-3' (SEQ ID NO: 31), respectivamente.
Resgate de fagemideo, amplificacéo e purificacdo de fago

[00146] HuCAL®-Fabl foi amplificada em um meio 2 x TY contendo

34 pg/ml de cloranfenicol, 10 ug/ml de tetraciclina e 1% de glicose (2 x
TY-CG). Apos infeccdo de fago auxiliar (VCSM13) a 37° C em um
ODsoo de cerca de 0,5, centrifugacdo e ressuspensao em 2 x TY/34
ug/ml de cloranfenicol/50 pg/ml de canamicina as células foram
cultivadas da noite para o dia a 30° C. Os fagos foram precipitados
com PEG a partir do sobrenadante (Ausubel (1998), Current Protocols
in Moleculaa Biology. John Wiley & Sons, Inc., Nova York, USA),

ressuspensos em PBS/glicerol a 20% e armazenados a -80° C.
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Amplificacédo de fago entre duas séries de "panning" foi realizada como
segue: células TGl de fase log média foram infectadas com fago
eluido e postas em placa em agar LB suplementado com 1% de
glicose e 34 ug/ml de cloranfenicol. Apos incubacéo da noite para o dia
incubagcdo a 30° C de coldnias foram raspadas, ajustadas para um
ODeoo de 0,5 e fago auxiliar adicionado conforme acima descrito.
Exemplo 2: "panning" de fase soélida

[00147] Cavidades das placas de microtitulagdo MaxiSorp® F96
(Nunc) foram revestidas com 100 ul de 2,5 uM de peptideo A humano
(1-40) (Bachem) dissolvido em TBS contendo NaN3z (0,05% v/v) e a
placa vedada foi incubada por 3 dias a 37° C onde o peptideo esta
propenso a agregar sobre a placa. Apds blogueio com 5% de leite
seco ndo-gorduroso em TBS, 1-5 x 10'? de fago de HuCAL®-Fab
purificado como acima foram adicionados por 1 hora a 20° C. Apos
varias etapas de lavagem, os fagos ligados foram eluidos através de
eluicdo de pH com 500 mM de NaCl, 100 mM de glicina pH 2,2 e
subsequente neutralizacdo com TRIS-CI 1M pH 7. Trés séries de
“panning" foram realizadas com a amplificacédo de fago realizada entre
cada série conforme acima descrito, a estringéncia de lavagem foi
aumentada de série para série.

Exemplo 3: Subclonagem de fragmentos Fab selecionados para
expressao

[00148] As insercOes de codificacdao de Fab dos fragmentos de
HUCAL®-Fab foram subclonadas no vetor de expresséo
PMORPH®x7_Fs para facilitar expressdo rapida de Fab soltvel. A
preparacdo de DNA dos clones de HUCAL®-Fab selecionados foi
digerida com Xbal/EcoRI, desse modo cortando a insercao de
codificacdo de Fab (ompA-VL e phoA-Fd). Subclonagem das insercdes
purificadas no vetor de corte Xbal/EcORI pMORPH®x7, antes

carregando uma insercao de scFv, leva a um vetor de expressao Fab
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chamado pMORPH®x9 Fabl (Figura 3). Fab expresso neste vetor
carrega duas lacunas C terminais (FLAG e Strep) para deteccdo e
purificacao.

Exemplo 4: Identificacdo de fragmentos Fab de ligacdo de AP
através de ELISA

[00149] Cavidades das placas de microtitulagdo MaxiSorp® F384
(Nunc) foram revestidas com 20 ul de 2,5 uM de peptideo A humano
(1-40) (Bachem) dissolvido em TBS contendo NaN3z (0,05% v/v) e a
placa vedada foi incubada por 3 dias a 37° C onde o peptideo esta
propenso a agregar sobre a placa. Expressdo de Fab individual foi
induzida com 1 mM de IPTG por 16 horas a 22° C. Fab soluvel foi
extraido de E. coli através de lise BEL (acido bérico, NaCl, EDTA e
tampéo contendo lisozima de pH 8) e usado em um ELISA. O
fragmento FAB foi detectado com fosfatase alcalina-anticorpo anti-Fab
de cabra conjugado (Dianova/Jackson Immuno Research). ApGs
excitacdo a 340 nm a emissdo a 535 nm foi lida apds adicdo de
substrato de fluorescéncia AttoPhos (Roche Diagnostics).

Exemplo 5: Otimizag&o de fragmentos de anticorpo

[00150] A fim de otimizar a afinidade de ligacdo dos fragmentos de
anticorpo de ligacao de Ap selecionados, alguns dos fragmentos Fab,
MS-Roche-3 (MSR-3), MS-Roche-7 (MSR-7) e MS-Roche-8 (MSR-8)
(Figura 4), foram usados para construir uma biblioteca de fragmentos
de anticorpo Fab através da substituicdo da cadeia VLkz de origem
pelo grupo de todas as cadeias «1-3 kappa diversificadas em CDR3 da
biblioteca HUCAL® (Knappik e outros, 2000).

[00151] Os fragmentos Fab MS-Roche-3, 7 e 8 foram clonados
através de Xbal/EcoRI de pMORPH®x9_FS em PMORH®18, um vetor
a base de fagemideo para mostra de fago de fragmentos de fago, para
gerar pMORPH®18_Fabl (Figura 2). Um grupo de cadeia kappa foi

clonado em pMORPH®18 Fabl através dos locais de restricdo
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Xbal/Sphl.

[00152] A biblioteca de otimizacdo de Fab resultante foi avaliada
através de "panning" contra peptideo de AR humano agregado (1-40)
revestido em um apoio sélido conforme descrito no exemplo 2. Clones
otimizados foram identificados através de classificacdo koff em um
ensaio Biacore conforme descrito no Exemplo 8. Os clones otimizados
MS-Roche- 3,2, 3.3, 34, 36, 7.2, 73, 74,79, 711, 7.12, 8.1, 8.2

foram ainda caracterizados e mostraram afinidade e atividade

biologica aperfeicoadas comparado com o fragmento de iniciagdo MS-
Roche-3, MS-Roche-7 e MS-Roche-8 (Figura 4). As CDRs listadas
referem-se ao gene VH3kappa3 de anticorpo baseado em consenso
de HUCAL®. O fragmento Fab MS-Roche-7.12 foi obtido através de
clonagem de HCDR3 do clone de origem MS-R 7 em uma biblioteca
HUCAL®, carregando diversidade em todas as 6 regides CDR usando
um procedimento de projeto idéntico aquele para cassetes de CDR3
descritos em Knappik e outros, 2000. Os cassetes de biblioteca foram
projetados com forte tendéncia para a distribuicdo natural conhecida
de aminoéacidos e seguindo o conceito de conformacdes de CDR
canlnicas estabelecido por Allazikani (Allazikani e outros, 1997). No
entanto, em contraste com os genes master de HUCAL®, o clone de
MS-Roche7.12 contém o aminoacido S na posicdo 49 da cadeia VL
(vide Tabela 1 anexa).

[00153] Os Fabs otimizados apds a primeira série de maturacdo de
afinidade mostraram caracteristicas aperfeicoadas sobre os clones de
MS-Roche-3, MS-Roche-7 e MS-Roche-8 de iniciacdo (Figura 4). As
afinidades de ligacdo dos Fabs maduras para Ap1-40 e Ap1-42 foram
significantemente aumentadas dando valores Kp na faixa de 22-240
nM em comparacdo com 850-1714 nM dos clones de origem (Tabela
3). Analise imunohistoquimica de placas amiloide em sec¢des cerebrais

AD humanas também mostrou um perfil de tingimento
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significantemente maior dos clones maduros, isto €, melhor sinal para
razdoes de base foi obtido e tingimento de placa positivo foi detectado
em concentracoes relativamente baixas dos Fabs maduros (Figura 5).
[00154] Para otimizacdo adicional, as regides CDR2VH e as regides
CDR1VL de um conjunto de fragmentos de anticorpo derivado de MS-
Roche-3, -7 e -8 otimizado com L-CDR3 (Tabela 1; Figura 4) foram
otimizadas através de mutagénese de cassete usando mutagénese
direcionada a trinucleotideo (Virnekas e outros, 1994). Desse modo, um
cassete de HCDR2 de base de trinucleotideo e um cassete de LCDR1
baseado em trinucleotideo foram construidos usando um
procedimento de projeto idéntico aquele para cassetes de CDR3
descritos em Knappik e outros, 2000. Os cassetes de biblioteca foram
projetados com forte tendéncia para a distribuicdo natural conhecida
de aminoéacidos e seguindo o conceito de conformacdes de CDR
canodnicas estabelecido por Allazikani (Allazikani e outros, 1997). O
protocolo usado para a otimizacdo dos fragmentos de anticorpo
selecionados iniciais imitaria o processo de maturacdo de afinidade
através de hipermutacdo somatica observada durante a resposta
imune natural.

[00155] As bibliotecas resultantes foram avaliadas separadamente
conforme acima descrito levando a clones otimizados ou na regiao H-
CDR2 ou na L-CDR1. Todos os clones foram identificados como acima
por um koff aperfeicoado com relacdo a fibras de Ap1-40 apds uma
classificacado koff no Biacore e mostraram afinidade aperfeicoada ou
para Ap1-40 ou AB-42 ou ambos quando comparados com clone de
origem correspondente (Tabela 3). A Tabela 1 contém as
caracteristicas da sequéncia dos clones de origem bem como das
sequéncias dos clones otimizados. As CDRs listadas referem-se ao
VH3kappa3 do gene de anticorpo baseado em consenso de HUCAL®.

Por exemplo, a afinidade do Fab de origem Ms-Roche-7 com relagao a
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Ab1-40 foi melhorada mais de 35 vezes de 1100 nM a 31 nM apés
otimizacdo de L-CDR3 (MS-Roche-7.9) e melhorou mais para 5 nM
apos otimizacdo do H-CDR2 (MS-Roche-7.9Hz) conforme ilustrado na
Tabela 3. O procedimento de otimizacdo de H-CDR2 e L-CDR1 néo
apenas aumentou a afinidade mas também resultou para alguns dos
clones em um tingimento significantemente aperfeicoado de placas
amiloide em secéo de cérebro AD, conforme particularmente visto com
MS-Roche-7.9H2 e 7.9H3.
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Tabela 1

Nome do

) L-CDR1 pos.49 L-CDR2 pos.85 L-CDR3 H-CDR1 pos.47 H-CDR2 H-CDR3
Ligante

MS-Roche No.J RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% QQVYNPPV GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG LTHYARYVRYFDV

MS-Roche

No.3.1 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQVYSVPP GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG LTHYARYVRYFDV
0.3.

MS-Roche

No.3.2 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% QQIYSYPP GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.

MS-Roche

No.3.3 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% HQMSSYPP GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG L THYARYYRYFDV
0.3.

MS-Roche

No.3.4 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.

MS-Roche

No.3.5 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQIYDYPP GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.

MS-Roche

No.3.6 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% QQTYNYPP GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG L THYARYYRYFDV
0.3.

MS-Roche

No.3.2. H1 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% QQIYSYPP GFTFSSYAMS W AISEHGLNIYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.2.

MS-Roche

No.3.2 H2 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% QQIYSYPP GFTFSSYAMS W AISQRGQFTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.2.

MS-Roche

No.3.3.H1 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% HQMSSYPP GFTFSSYAMS W VISEKSRFIYYADSVKG LTHYARYVRYFDV
0.3.3.

MS-Roche

No.3.3.H2 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% HQMSSYPP GFTFSSYAMS " VISQESQYKYYADSVKG L THYARYYRYFDV
0.3.3.
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Tabela 1 (continuacéo)

Nome do
) L-CDR1 pos.49 L-CDR2 pos.85 L-CDR3 H-CDR1 pos.47 H-CDR2 H-CDR3
Ligante

MS-Roche

No.3.3.H3 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \ HQMSSYPP GFTFSSYAMS w AISQNGFH IYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.3.

MS-Roche

No.3.4.H1 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISETSIRKYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H2 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w VIDMVGHTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H3 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w VISQTGRKIYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H4 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISETGMHIYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H5 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w VISQVGAHIYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H6 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT' T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISESGWSTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H7 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w VISETGKNIYVADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H8 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISEHGRFKYYADSVKG LTHYARYVRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H9 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISESSKNKYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H10 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISESGRGKYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.
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Tabela 1 (continuacéo)

Nome do
) L-CDR1 pos.49 L-CDR2 pos.85 L-CDR3 H-CDR1 pos.47 H-CDR2 H-CDR3
Ligante

MS-Roche

No.3.4.H11 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISEFGKN IYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4. H12 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w VISQTGQN IYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H13 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISEQGRNIYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H14 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFfFSSYAMS w ISESGQYKYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H16 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISESGVNIYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H17 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISEFGQFIYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.H18 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISQQSNFIYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.L7 RASQRLGRLYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.L8 RASQWITKSYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No.3.4.L9 RASRRIHVYYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSY AMS w AISGSGGSTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.

MS-Roche

No3.4L 11 RASQLVGRAYLA Y GASSRAT T QQTYDYPP GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.4.
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Tabela 1 (continuacéo)

Nome do
) L-CDR1 pos.49 L-CDR2 pos.85 L-CDR3 H-CDR1 pos.47 H-CDR2 H-CDR3
Ligante
MS-Roche
No.3.6.H1 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \ QQTYNYPP GFTFSSYAMS w VISESGQYKYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.6.
MS-Roche
No.3.6.H2 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% QQTYNYPP GFTFSSYAMS w VISERGINTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.6.
MS-Roche
No.3.6.H3 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% QQTYNYPP GFTFSSYAMS w VISETGKFIYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.6.
MS-Roche
No.3.6.H4 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% QQTYNYPP GFTFSSYAMS w AISERGRHIYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.6.
MS-Roche
No.3.6.H5 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% QQTYNYPP GFTFSSYAMS w AISESGKTKYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.6.
MS-Roche
No.3.6.H6 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% QQTYNYPP GFTFSSYAMS w AISEHGTNIYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.6.
MS-Roche
No.3.6.H8 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% QQTYNYPP GFTFSSYAMS w AISEYSKFKYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.6.
MS-Roche
No3.6.L 1 RASQFIQRFYLA Y GASSRAT \% QQTYNYPP GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.6.
MS-Roche
No.3.6.L2 RASQFLSRYYLA Y GASSRAT \% QQTYNYPP GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
0.3.6.
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
No.7 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T FQLYSDPF GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG DV
0.
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
No7.1 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% HQLYSSPY GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG DV
0.7.
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Tabela 1 (continuacéo)

Nome do
) L-CDR1 pos.49 L-CDR2 pos.85 L-CDR3 H-CDR1 pos.47 H-CDR2 H-CDR3
Ligante
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
No.7.2 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQIYSFPH GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG DV
0.7.
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
No.7.3 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% HQVYSHPF GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG DV
0.7.
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
No.7 .4 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% QQIYNFPH GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG DV
0.7.
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
No.7.5 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T HQVYSSPF GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG DV
0.7.
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
NoL7 6 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% HQLYSPPY GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG DV
0.7.
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
No.7.7 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T HQVYSAPF GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG DV
0.7.
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
No.7.8 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \% HQVYSFPI GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG DV
0.7.
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
No.7.9 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T LQIYNMPI GTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG DV
0.7.
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQVYNPPH GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG
No.7.10 DV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
No.7.11 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQVYSPPH GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG DV
0.7.
MS-Roche
No.7.12 RASQYVSSPYLA S GSSNRAT \% LQL YNIPN GFTFSSYGMS w NISGSGSSTYYADSVKG GKGNTHKPYGYVRYF
0.7.
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Nome do
) L-CDR1 pos.49 L-CDR2 pos.85 L-CDR3 H-CDR1 pos.47 H-CDR2 H-CDR3
Ligante
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT \Y HQVYSPPF GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG
No.7.13 DV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQIYSFPH GFTFSSYAMS w AINANGLKKYYADSVKG
No.7.2.H1 DV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQIYSFPH GFTFSSYAMS w AINGTGMKKYYADSVKG
No.7.2.H2 DV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQIYSFPH GFTFSSYAMS W AINANGYKTYYADSVKG
No.7.2.H3 DV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQIYSFPH GFTFSSYAMS w AINSKGSRIYYADSVKG
No.7.2.H4 DV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQIYSFPH GFTFSSYAMS W AINATGRSKYYADSVKG
No.7.2.H5 DV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQIYSFPH GFTFSSYAMS w AINARGNRTYYADSVKG
No.7.2.H6 DV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQIYSFPH GFTFSSYAMS W AINSRGSDTHYADSVKG
No.7.2.H7 DV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQIYSFPH GFTFSSYAMS w AINASGHKTYYADSVKG
No.7.2.H8 DV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
RASQYVDRTYLA Y GASSRAT T QQIYSFPH GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG
No.7.2.L1 DV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
No.7.2.L2 RASQYISFRYLA Y GASSRAT T QQIYSFPH GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG DV
0.7.2.
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Nome do
) L-CDR1 pos.49| L-CDR2 |po0s.85 L-CDR3 H-CDR1 pos.47 H-CDR2 H-CDR3
Ligante
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRY
RASQFIRRSYLA Y GASSRA T T QQIYSFPH GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYY ADSVKG
No.7.2.L4 FDV
MS-
GKGNTHKPYGYVRY
RocheNo0.7.3|RASQSVSSSYLA| Y GASSRAT \Y HQVYSHPF | GFTFSSY AMS w AISAISNKTYYADSVKG FDV
H1
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRY
RASQYLHYGYLA| Y GASSRA T \Y HQVYSHPF | GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG
No.7.3.L1 FDV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRY
RASQSVSSSYLA| Y GASSRAT \ QQIYNFPH GFTFSSYAMS w AINATGYRTYYADSVKG
No.7.4.H1 FDV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRY
RASQSVSSSYLA| Y GASSRAT \ QQIYNFPH GFTFSSYAMS w AANYNGARIYY ADSVKG
No.7.4.H2 FDV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRY
RASQSVSSSYLA| Y GASSRAT T LQIYNMPI GFTFSSYAMS w AINANGQRKFYADSVKG
No.7.9.H1 FDV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRY
RASQSVSSSYLA| Y GASSRAT T LQIYNMPI GFTFSSYAMS w AINADGNRKYY ADSVKG
No.7.9.H2 FDV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRY
RASQSVSSSYLA| Y GASSRAT T LQIYNMPI GFTFSSYAMS w AINYQGNRKYYADSVKG
No.7.9.H3 FDV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRY
RASQSVSSSYLA| Y GASSRAT T LQIYNMPI GFTFSSYAMS w AINAVGMKKFYADSVKG
No.7.9.H4 FDV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRY
No.7.9.H5 RASQSVSSSYLA| Y GASSRAT T LQIYNMPI GFTFSSYAMS w AINHAGNKKYYADSVKG FDV
0.7.9.
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Nome do
) L-CDR1 pos.49 L-CDR2 pos.85 L-CDR3 H-CDR1 pos.47 H-CDR2 H-CDR3
Ligante
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
No.7.9.L1 RASQRLSPRYLA Y GASSRAT T LQIYNMPI GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG v
0.7.9.
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQYLHKRYLA Y GASSRAT T LQIYNMPI GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG
No.7.9.L.2 \Y
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQIYSFPH GFTFSSYAMS W AINARGNRTYYADSVKG
No.7.9.H6 V
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T LQIYNMPI GFTFSSYAMS w AINASGTRTYYADSVKG
No.7.9.H7 \Y
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T LQIYNMPI GFTFSSYAMS W AINASGSKIYYADSVKG
No.7.9.H8 V
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T LQIYNMPI GFTFSSYAMS w AINGKGNKKYYADSVKG
No.7.9.H9 \Y
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQVYSPPH GFTFSSYAMS W GINAAGFRTYY ADSVKG
No.7.11.H1 \%
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQVYSPPH GFTFSSYAMS w AINANGYKKYYADSVKG
No.7.11.H2 \Y
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQVYSPPH GFTFSSYAMS W GINANGNRTYYADSVKG
No.7.11.H3 V
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQVYSPPH GFTFSSYAMS w AINANGYKTYYADSVKG
No.7.11.H4 \%
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
No.7. 11 H5 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQVYSPPH GFTFSSYAMS W AINAHGQRTYYADSVKG v
0.7.,11.
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Nome do
) L-CDR1 pos.49 L-CDR2 pos.85 L-CDR3 H-CDR1 pos.47 H-CDR2 H-CDR3
Ligante
MS-Roche No. GKGNTHKPYGYVRYFD
71111 RASQRILRIYLA Y GASSRAT T QQVYSPPH GFTFSSYAMS " AISGSGGSTYYADSVKG v
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQYVFRRYLA S GSSNRAT \% LQL YNIPN GFTFSSYGMS W NINGNGNRKYYADSVKG
No.7.12.H1 \Y
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQYVFRRYLA S GSSNRAT \% LQL YNIPN GFTFSSYGMS W NISGSGSSTYY ADSVKG
No.7.12.L1 \%
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQRFFYKYLA S GSSNRAT \Y LQL YNIPN GFTFSSYGMS w NISGSGSSTYV ADSVKG
No.7.12.L.2 \Y
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQFVRRGFLA S GSSNRAT \% LQL YNIPN GFTFSSYGMS W NISGSGSSTYY ADSVKG
No.7.12.L.3 \%
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQRLKRSYLA S GSSNRAT \Y LQL YNIPN GFTFSSYGMS w NISGSGSSTYY ADSVKG
No.7.12.L4 \Y
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYF
RASQRLKRSYLA S GSSNRAT \% LQL YNIPN GFTFSSYGMS W NISGSGSSTYY ADSVKG
No.7.12.L5 DV
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQYLWYRYLA S GSSNRAT \Y LQLYNIPN GFTFSSYGMS w NISGSGSSTYYADSVKG
No.7.12.L6 \Y
MS-Roche GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQWIRKTYLA S GSSNRAT \% LQLYNIPN GFTFSSYGMS W NISGSGSSTYYADSVKG
No.7.12.L7 \%
MS-Roche
No.8 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQLSSFPP GFTFSSYAMS w AISGSGGSTYYADSVKG | LLSRGYNGYYHKFDV
0.
MS-Roche
No.8.1 RASQSVSSSYLA Y GASSRAT T QQLSNYPP GFTFSSYAMS W AISGSGGSTYYADSVKG | LLSRGYNGYYHKFDV
0.8.
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Nome do
_ L-CDR1 pos.49| L-CDR2 |pos.85 L-CDR3 H-CDR1 pos.47 H-CDR2 H-CDR3
Ligante

MS-Roche

No.£.2 RASQSVSSSYLA| Y |GASSRAT| T |QQLSSYPP | GFTFSSYAMS | W |AISGSGGSTYYADSVKGLLSRGYNGYYHKFDV,
0.0.

MS-Roche

0B HL RASQSVSSSYLA| Y |GASSRAT| T |QQLSNYPP | GFTFSSYAMS | W |AISRSGSNIYY ADSVKG|LLSRGYNGYYHKFDV,
O.o.1.

MS-Roche

N0.B.2 HL RASQSVSSSYLA| Y |GASSRAT| T |QQLSSYPP |GFTFSSYAMS | W |AISITGRRKYY ADSVKG|LLSRGYNGYYHKFDV,
0.0.Z2.

MS-Roche

No.8.2.Ho RASQSVSSSYLA| Y |GASSRAT| T |QQLSSYPP | GFTFSSYAMS | W |AISRTGSKTYYADSVKG|LLSRGYNGYYHKFDV,
0.0.2.

MS-Roche

No.68.2.Ha RASQSVSSSYLA| Y |GASSRAT| T |QQLSSYPP | GFTFSSYAMS | W |ATSVKGKTYYADSVKG [LLSRGYNGYYHKFDV,
0.0.2.

MS-Roche

oLl RASQRVSGRYLA| Y |GASSRAT| T |QQLSSYPP |GFTFSSYAMS | W |AISGSGGSTYYADSVKGILLSRGYNGYYHKFDV,
0.0.2.

[00156] Quanto as sequéncias pertencentes as sequéncias de consenso de HUCAL VH3 e V«3 vide Figura 1A.
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Exemplo 6

Construcdo de vetores de expressao de imunoglobulina de HUCAL®

[00157] Clonagem de cadeia pesada. O local de clonagem multipla
de pcDNA3.1 + (Invitrogen) foi removido (Nhel/Apal) e um material
compativel com os locais de restricdo usados para projeto de HUCAL®
foi inserido para a ligacdo das sequéncias lider (Nhel/EcoRl), dominios
VH (Munl/) e as regides constantes de imunoglobulina (Blpl/Apal). A
sequéncia lider (EMBL 83133) foi equipada com uma sequéncia Kozak
(Kozak, 1987). As regides constantes de IgG humano (PIR A02146),
IgG4 (EMBL KO01316) e IgAl de soro (EMBL J00220) foram
dissecadas em oligonucleotideos de sobreposicdo com comprimento
de cerca de 70 bases. MutacgOes silenciosas foram introduzidas para
remover locais de restricAo ndo-compativeis com o0 projeto de
HUCAL®. Os oligonucleotideos foram unidos pela PCR de extenséo de
sobreposigéo. Durante a subclonagem de Fab em IgG, a sequéncia de
DNA de VH de Fab é cortada com Mfe I/Bip | e ligada ao vetor IgG
aberto através de EcoR I/Blp I. EcoR | (g/aattc) e Mfe | (c/aattg)
compartilham extremidades coesas (aatt) e a sequéncia de DNA do
local Mfe | original nas mudancas de Fab de: c/aattg para: g/aattg apés
ligacdo no vetor de expresséo de IgG, desse modo destruindo ambos
locais de Mfe | e EcoR |, e desse modo também leva a uma mudanca
de aminoécido de Q (codon: caa) para E (cdédon: gaa).

[00158] Clonagem de cadeia leve. O local de clonagem mudltipla de
pCDNAS3.1/Zeo+ (Invitrogen) foi substituido por dois materiais
diferentes. O material xproveu locais de restricdo para insercédo de um
klider (Nhel/EcoRV), dominios Vk de HUCAL®-scFv (EcoRV/BsiWI) e
a regido constante de cadeia x(BsiWI/Apal). Os locais de restricdo
correspondentes no material Aeram Nhel/EcoRV (lider)), EcoRV/Hpal
(dominios VA) e Hpal/Apal (regido constante de cadeiar). O lider
k(EMBL Z00022) bem como o lider A(EMBL J00241) eram ambos
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equipados com sequéncias Kozak. As regides constantes das cadeias
x(EMBL L00241) e A(EMBL M18645) foram montadas através de PCR
de extensao de sobreposicéo conforme acima descrito.

[00159] Geracéo de Células CHO expressando IgG. Células CHO-
K1 foram co-transfectadas com uma mistura equimolar de vetores de
expressdo de cadeias pesada e leve de IgG. Transfectantes
duplamente resistentes foram selecionados com 600 ug/ml de G418 e
300 pg/ml de Zeocina (Invitrogen) seguido por diluicdo de limitag&o. O
sobrenadante de clones uUnicos foi avaliado quanto a expressao de IgG
através de ELISA de captura. Clones positivos foram expandidos em
meio RPMI-1640 suplementado com 10% de IgG-FCS ultrabaixo a
10% (Life Technologies). Apds ajustar o pH do sobrenadante para 8,0
e filtragem estéril, a solucdo foi submetida a cromatogradia de coluna
A de proteina padréo (Poros 20A, PE Biosystems).

Exemplo 7: Analise "pepspot” com decapeptideos

[00160] A sequéncia de aminoacido que segue compreendendo AR
(1-42) foi dividida em 43 decapeptideos se sobrepondo com uma
mudanca de estrutura de 1 aminoacido.

ISEVKM!DAEF RHDSGYEVHH QKLVFFAEDV GSNKGAIIGL
MVGGVVI®?ATV IV (SEQ ID NO:414). Desse modo, DAEF
RHDSGYEVHH QKLVFFAEDV GSNKGAIIGL MVGGVVIA (SEQ ID
NO:27) conforme anexo representa aminoacidos 1 a 42 de peptideo
AB4I-A4.

[00161] Os 43 decapeptideos foram sintetizados com acetilacdo N-
terminal e ligacdo covalente C-terminal a uma folha de celulose
("pepspot”) por um fornecedor comercial (Jerini BioTools, Berlin). A
folha de celulose é incubada por 2 horas em uma plataforma de pedra
com anticorpo monoclonal (2 ug/ml) em tampao de bloqueio (50 mM
de HCI Tris, 140 mM de NaCl, 5 mM de NaEDTA, 0,05% de NP40
(Fluka), 0,25% de gelatina (Sigma), 1% de fracdo V de albumina de
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soro bovino (Sigma), pH 7,4). A folha € lavada 3 vezes por 3 minutos
em uma plataforma de pedra com TBS (10 mM de Tris.HCI, 150 mM
de NaCl, pH 7,5). Ela é entdo umedecida com tampao de catodo (25
mM de base Tris, 40 mM de &cido 6-aminoexano, 0,01% de SDS, 20%
de metanol) e transferida para uma pilha de tingimento semi-seco com
a face do lado do peptideo faceando uma membrana de PVDF
(Biorad) de tamanho igual.
[00162] A pilha de tingimento semi-seco consiste em papéis de filtro
recém-umidificados (Whatman No. 3) um pouco maiores do que a
folha de peptideo:

3 papéis umidificados com tampéao de Catodo

a folha de peptideo

uma folha de membrana de PVDF umidificada com metanol

3 papéis umidificados com tampdo 1 Anodo (30 mM de
base Tris, 20% de metanol)

3 papéis umidificados com tampédo 2 Anodo (0,3 mM de
base Tris, 20% de metanol).
[00163] A transferéncia € conduzida em uma densidade de corrente
entre Catodo e Anodo de 0,8 mA/cm? por 40 minutos, o que é
suficiente para eluir a maior parte do anticorpo da folha de celulose e
deposita-lo sobre a membrana de PVDF. A membrana de PVDF é
entdo trocada por uma 22 membrana de PVDF e transferida por mais
40 minutos para assegurar eluicdo completa da folha de celulose. A
membrana de PVDF é imersa em tampao de bloqueio por 10 minutos.
Entdo Ig H+L anti-humano marcado com HRP (Pierce) é adicionado
em uma diluicdo 1:1000 e a membrana é incubada em uma plataforma
de pedra por 1 hora. Ela foi lavada 3x10 minutos com TBST (TBS com
0,005% de Tween20). A cor € desenvolvida através de imersdo da
membrana em uma solucéo feita de 3 mg de 4-cloronaftol dissolvido
em 9 ml de metanol com 41 ml de PBS (20 mM de Na-fosfato, 150 mM
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de NaCl, pH 7,2) e 10 ul de perdxido de hidrogénio a 30% (Merck).
Apos o desenvolvimento de pontos azuis-pretos a membrana € lavada
extensivamente com &agua e seca. A determinacdo de "pepspot's"”
reativos a anticorpo é feita através de inspecao visual através de uma
matriz de ponto transparente. Os epitopos do anticorpo em questéo
sao definidos como a sequéncia de aminoacido minima em peptideos
reativos. Para comparacdo anticorpos monoclonais de camundongo
(BAP-2, BAP-1, BAP-17, BAP-21, BAP-24 e 4G8) sao analisados da
mesma maneira, exceto pelo uso de Ig anticamundongo marcado com
HRP ao invés de Ig anti-humano.

[00164] E importante observar que a maturacdo de afinidade e
converséo dos fragmentos de Fab monovalentes em anticorpo IgG1 de
comprimento completo resultam geralmente em um pouco de
ampliacdo da sequéncia de reconhecimento de epitopo conforme
indicado pelo "pepspot"” e analises ELISA. Isso pode estar relacionado
ao recrutamento de mais pontos de contato na area de interacdo de
anticorpo-antigeno como uma consequéncia da maturacdo de
afinidade ou para uma ligacdo mais forte ao epitopo minimo de modo
que tais interacBes fracas com aminoacido adjacente podem ser
detectadas. O ultimo pode ser 0 caso quando peptideos derivados de
AB sdo sondados com anticorpos IgG de comprimento completo.
Conforme ilustrado na Tabela 2 para a analise "pepspot’, as
sequéncias de reconhecimento dos epitopos N-terminais e médios sao
prolongadas por até trés aminoacidos quando Fabs de origem e
anticorpos 1gG completamente amadurecidos correspondentes séo
comparados. No entanto, deve-se ter em mente que os decapeptideos
sdo modificados para ligacdo covalente no aminoacido C-terminal e
este aminoacido entdo pode nédo ser facilmente acessivel ao anticorpo
de comprimento completo devido a impedimento estérico. Se este for 0

caso o Uultimo aminoacido C-terminal ndo contribui significantemente
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para a sequéncia de reconhecimento de epitopo e uma reducéo
potencial da sequéncia de reconhecimento minima por um aminoéacido
na extremidade C-terminal tem quer ser considerada na analise

"pepspot” conforme usado na presente invencao.

Anticorpo Posicao Posicao
MSR-3 Fab 3-4 18-23
MSR-7 Fab 3-5 19-24
MSR-8 Fab 4-5 18-21
MSR-9 Fab (1)3-9 18-24
MSR-10 Fab (4-10) 19-20
MSR-11 Fab 3-7 (18-20)
MSR-26 Fab 3-5 (16)-19-23
MSR-27 Fab (3)6-9 13-18(20)
MSR-29 Fab 14-16(20)
MSR-37 Fab (4-6) (19-24)
MSR-41 Fab 3-7 (17-21)
MSR-42 Fab (4-9) (18-24)
MSR 3.4.H7 1gG1 1-3 19-26
MSR 7.9.H2 IgG1 1-4 19-24
MSR 7.9.H7 1gG1 4-6 19-26
MSR 7.2.H2x7.2.L1 IgG1 (1-4) 5-9 18-26
MSR 7.11.H1x7.2.L1 IgG1 4-6 19-26
BAP-2 4-6
4G8 19-20(23)
BAP-21 32-34
BAP-24 38-40
BAP-1 4-6
BAP-17 38-40

Tabela 2: Andlise "pepspot" de Fabs de ligacdo e anticorpos IgG de

comprimento completo a decapeptideos em uma folha de celulose. Os
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nameros referem-se aos aminoacidos essenciais da sequéncia Ap1-40
gue tém que estar presentes no decapeptideo para ligacdo 6tima de
anticorpo. Uma reatividade de peptideo fraca, e entdo uma
contribuicado fraca para o epitopo, € indicada em parénteses.

Exemplo 8: Determinacao de valores Kp para ligagcéo de anticorpo
Fab MS-R e IgG MS-R a fibras AB1-40 e AB1-42 in vitro através de
ressonancia de plasmon de superficie (SPR)

[00165] A ligacdo de anticorpos anti-AB (Fabs e 1gG1) a A fibrilar foi
medida online através de ressonancia de plasmon de superficie (SPR), e
as afinidades das interacdes moleculares foram determinadas conforme
descrito por Johnson, Anal. Biochem. 1991, 198, 268-277, e Richalet-
Sécordel, Anal. Biochem. 1997, 249, 165-173. Instrumentos Biacore2000
e Biacore3000 foram usados para essas medicoes. Fibras de AB1-40 e
AB1-42 foram geradas in vitro através de incubacdo de peptideos
sintéticos em uma concentracdo de 200 ug/ml em 10 mM de tampéao de
acetato de Na (pH 4,0) por trés dias a 37° C. Andlise de microscopia de
elétron confirmou uma estrutura fibrilar para ambos peptideos, Ap1-40
mostrando fibras predominantemente mais curtas (<1 micron) e Ap1-42
predominantemente mais longas (>1 micron). Essas fibras sdo supostas
representar peptideos AB agregados em cérebro AD humano mais
proximamente do que as misturas mal definidas de agregados amorfos e
precipitados ndo-estruturados. As fibras foram diluidas 1:10 e
diretamente acopladas a um "Pioneer Sensor Chip F1" conforme descrito
no Manual de Instrucéo do fabricante (BlApplication Handbook, versao
AB, Biacore AB, Uppsala, 1998). Em experimentos iniciais, foi constatado
que Fabs MS-Roche selecionados diferiam substancialmente em sua
cinética de reacéo e desse modo o modo de analise de dados tinha que
ser escolhido apropriadamente. Para ligantes com cinética lenta valores
Kb foram calculados através de ajuste de curva de respostas de sensor

dependentes do tempo, isto é, a partir da razdo de Kigado/Kdesiigado. OS
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ligantes com cinética mais rapida foram analisados através de ajuste das
respostas de sensor dependentes da concentracdo em equilibrio
(adsorcdo-isoterma). Os valores Kp foram calculados a partir de
sensogramas Biacore com base na concentracdo de Fab total conforme
determinado através de um ensaio de proteina. Para os clones derivados
do 1° e do 2° ciclo de maturacdo de afinidade o conteudo do Fab ativo
em cada preparacdo foi determinado no Biacore de acordo com um
método descrito por Christensen, Analytical Biochemistry (1997) 249,
153-164. Em resumo, ligacdo de proteina dependente do tempo a fibras
de Ap1-40 imobilizada no chip Biacore foi medida durante a fase de
associacdo sob condigOes limitadas de massa em taxas de fluxo
diferentes da solucdo analisada. As condi¢cdes de limitagdo de massa
foram conseguidas imobilizando altas quantidades de fibras de Ap (2300
unidades de resposta) na superficie do chip de um canal de medicdo e
trabalhando em concentraces de analisado relativamente baixas, isto €,
160 nM (com base na concentracdo de proteina Fab total). Um sumario
dos valores Kp de clones de MS-Roche selecionados identificados na
avaliacao principal da biblioteca HUCAL e seus derivados amadurecidos
correspondentes ap0s 0 1° e o0 2° ciclo de maturacdo de afinidade é
mostrado na Tabela 3. No primeiro ciclo de maturacéo de afinidade a
CDRS3 de cadeia pesada (VH-CDR3) foi mantida constante e otimizacéo
foi focada sob a diversificagdo da CDR de cadeia leve (VL-CDR3). No 2°
ciclo de afinidade diversificacdo de VL-CDR1 e VH-CDR?2 foi realizada.
Alguns dos ligantes do 12 ciclo de maturagdo foram convertidos em
anticorpos IgG1 humanos de comprimento completo de acordo com a
tecnologia desenvolvida por MorphoSys conforme descrito no Exemplo 6
e valores Kp determinados no Biacore conforme acima descrito. Os valores
Kb para IgG1 de comprimento completo ligando a fibras de Ap1-40 e AB11-
42 s&o mostrados na Tabela 4.

[00166] Derivados maduros de ambas L-CDR1 bem como biblioteca
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de H-CDR2 ap6s o 2° ciclo de maturacdo foram identificados e
permitiram a combinacdo de cadeias leves e pesadas. A estratégia de
clonagem cruzada € descrita no Exemplo 13. Ou cadeias leves
integrais, LCDR1 ou L-CDR1+2 foram trocadas. Valores Kp de Fabs
clonados de forma cruzada selecionados sao mostrados na Tabela 8.
Alguns dos Fabs dos 1° e 2° ciclos de maturacdo e dos ligantes
clonados de forma cruzada foram convertidos em anticorpos IgG1l
humanos de comprimento completo de acordo com a tecnologia
desenvolvida pela MorphoSys conforme descrito no Exemplo 6.
Valores Kp de IgG se ligando a fibras de AB1-40 e ABl-42 foram
determinados no Biacore. Em resumo, um modelo cinético para a
formacao em etapas de um complexo bivalente foi usado, e valores Kp
foram calculados através de andlise do tipo Scatchard de ligacdo de
equilibrio. Devido ao processo de associacdo muito lento em
concentracdo de anticorpo baixa (varias horas para atingir equilibrio)
dados de ligacdo de equilibrio foram obtidos através de extrapolagéo
das curvas de associagéo para intervalos de tempo longos. As taxas
de liga e desliga para a formacdo do complexo monovalente e
bivalente foram determinadas através dos procedimentos de ajuste de
curva e usadas para a extrapolagdo. Com base nesses valores Req
uma andlise Scatchard foi realizada e os valores Kp para a formacéao
do complexo monovalente e bivalente foram determinados. Os dados
sdo resumidos na Tabela 5. A partir do grafico Scatchard curvilinear
uma interacdo mais alta (bivalente) e mais baixa (monovalente) era
derivada para os IgGs MS-R derivados do 2° ciclo de maturacéo de
afinidade e clones cruzados. Essas duas afinidades representam o0s

valores Kp inferiores e superiores da faixa indicada na
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Tabela 5.

Clones secretados
de

Avaliacdo priméria

12 maturacéo de
afinidade

22 maturacao de
afinidade

MS-R No. Kp AB1-40 Kp AB1-42
nM nM
3 930 1300
3,2 52 240
3,3 38 104
3,4 32 103
3,6 40 68
3,2H1 4.4 3,3
3,2H2 52 1,1
3,3H1 17,1 19,4
3,3H2 10,6 22,8
3,3H3 1,4 3,3
3,4H1 13,5 14,0
3,4H3 6,7 8,4

MS-R No. Kp AB1-40 Kp AB1-42 | MS-R No. Kp ABl1-40 Kp AB1-42
nM nM nM nM
7 1100 1714 8 850 1000
7,2 22 58 8,1 24 42
7,3 23 88 8,2 24 64
7,4 28 103
7,9 31 93
7,11 22 74
7,12 28 60
7,2H1 9,3 10,2 8,1H1 13,6 9,2
7,2H2 8,2 8,2 8,2H1 1,62 2,12
7,2H3 45,4 5,3 8,2H3 n.d. 3,1
7,2H4 5,9 5,0 8,2H4 12,1 11,9
7,2H5 8,0 10,1 8,2L1 4.8 3,7
7,2H6 1,0 n.d.
7,2H7 15,5 8,1
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Tabela 5. (Continuacéo)

Clones secretados
de

MS-R No. Kp AB1-40 Kp Apl-42

nM nM
3,4H4 33,0 43,0
3,4H5 26,5 36,0
3,4H6 49,0 60,0
3,4H7 19,2 31,7
3,4H8 10,7 26,5
3,4H9 21,7 18,6
3,4H10 8,1 10,1
3,4H11 19,5 8,3
3,4H12 25,5 27,0
3,4H13 32,3 18,8
3,4H14 13,3 16,8
3,4H16 25,5 15,6
3,4H17 2,0 4,3
3,4H18 17,1 10,0
3,4L7 9,3 9,3
3,4L8 6,2 13,0

MS-R No. Kp AB1-40 Kp AB1-42

nM nM
7,2H8 15 2,1
7,2L1 13,3 12,7
7,2L.2 5,6 4,0
7,2L4 1,1 1,1
7,3H1 8,0 11,2
7,3L1 4,5 6,0
7,4H1 8,0 6,6
7,4H2 9,9 6,2
7,9H1 4,9 54
7,9H2 5,0 57
7,9H3 4,2 2,8
7,9H4 4,8 4,2
7,9H5 1,7 1,8
7,9H6 1,2 1,2
7,9H7 1,0 0,9
7,9H8 0,8 0,7

MS-R No.

Ko AB1-40 Kp AB1-42

nM

nM
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Tabela 5. (Continuacéo)

Clones secretados
de

MS-R No. Kp AB1-40 Kp AB1-42

nM nM
3,4L9 16,3 9,1
3,4L11 53 2,6
3,6H1 18,9 23,1
3,6H2 19,8 54,0
3,6H3 54 7,5
3,6H4 13,0 7,8
3,6H5 8,2 6,0
3,6H6 36,0 11,8
3,6H8 2,5 2,5
3,6L1 15,6 11,1
3,6L2 13,7 13,1

MS-R No. Kp AB1-40 Kp AB1-42 | MS-R No. Kp AB1-40 Kp AB1-42
nM nM nM nM
7,9H9 0,9 0,9
7,9L1 1,0 1,1
7,9L2 1,0 0,5
7,11H1 12,7 6,7
7,11H2 0,3 0,3
7,11H3 6,6 4,4
7,11H4 1,0 1,7
7,11H5 3,4 1,7
7,11L1 1,1 1,2
7,12H1 0,6 0,8
7,12L1 n.d. 3,8
7,12L2 4,0 54
7,12L3 0,8 0,9
7,12L4 2,0 0,6
7,12L5 0,8 0,6
7,12L6 n.d. n.d.
7,12L7 n.d. n.d.
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Tabela 3

Tabela 3: Valores Kp para Fab MS-R se ligando a fibras de AB1-40 e
AB1-42 conforme determinado no Biacore. Para os clones derivados
do 1° e do 2 ciclo de maturacéo de afinidade os valores s&o corrigidos
para o conteldo de Fab ativo presente em cada amostra conforme
descrito no texto. 2, os valores foram calculados a partir das respostas
do sensor dependentes da concentracdo em equilibrio, n.d., néo-

determinado.

Tabela 4:
MS-R No. Ko AB1-40 Kb AB1-42
nM nM
3.31gG1 3,7 6,6
7,11 1gG1 2,2 5,7
7,12 1gG1 3,1 13,7
8,119G1 6,6 12,3

Tabela 4: Valores Kp para IgG MS-R se ligando a fibras de ApB1-40 e
AB1-42 conforme determinado no Biacore. Os IgGs foram derivados
de Fabs MS-R selecionados apés o 1° ciclo de maturacdo de
afinidade. Os valores sdo corrigidos para o conteudo de IgGs MS-R
ativos presentes em cada amostra conforme descrito no texto.

MS-R 1gGl  Kbo AB1-40 Kb AB1-42

Clones selecionados de nM nM
12 maturacao de afinidade 3.3 3,7 6,6
7.11 2,3 5,7
7.12 3,1 13,7
8.1 6,6 12,3

22 maturacéo de afinidade 3.4.H7 0,10- 0,30 0,10-0,30

7.2.H4 0,09-0,30 0,10-0,66
7.9.H2 0,12-0,42 0,11-0,38
7.9.H3 0,10-0,50 0,10-0,40
7.9.H7 0,25-0,69 0,24-0,70
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7.12.L1 1,20- 3,50 0,74-2,90
8.2.H2 0,16-1,00 0,12-0,92
Fabs clonados de forma cruzada | 3.6.H5x3.6.L.2 0,20-1,03 0,20- 0,95
3.6.H8x3.6.L.2 0,22-0,95 0,22-0,82
7.4.H2x7.2.L.1 0,12-0,63 0,12-0,56
7.11.H1x7.2.L.1 0,14-0,66 0,15-0,67
7.11.H1xr.11.L1 0,11-0,70 0,13-0,70

Tabela 5: Valores Kp para IgG1 MS-R se ligando a fibras de AB1-40 e

AB1-42 conforme determinado no Biacore. Os IgGs eram derivados de
Fabs MS-R selecionados apés o 1° e o 2° ciclo de maturacdo de
afinidade e de Fabs clonados de forma cruzada. Os valores sao
corrigidos para o conteudo de IgGs MS-R ativos presentes em cada
amostra conforme descrito no texto. Os dois valores Kp dados para
IgGs MS-R derivados da 22 etapa de maturacao de afinidade e ligantes
clonados de forma cruzada representam interacdo de afinidade
superior e inferior conforme calculado a partir dos graficos Scatchard.
Com um numero adicional de IgGs MS-R (por exemplo, IgG MS-R
7.9H2x7.12.L.12 e IgG MS-R 7.9H4x7.12.L2), graficos Scatchard
curvilineares complexos foram obtidos e determinagdo dos valores Kp
nao foi entdo possivel.

Exemplo 9: Tingimento de placas amiloide humanas genuinas em
secOes cerebrais de um paciente de Doenca de Alzheimer através
de imunofluorescéncia indireta

[00167] Fabs MS-Roche e IgGl de comprimento completo
selecionados foram testados quanto a ligacdo a placas B-amiloide
através de analise imunohistoquimica. Secdes criostaticas de tecido
nao-fixado do cortex temporal humano (obtido pdés-morte de um
paciente que era positivamente diagnosticado para doenca de
Alzheimer) foram marcadas através de imunofluorescéncia indireta
usando anticorpos Fabs MS-Roche e IgG1 humano de comprimento

completo em varias concentracdes. Anticorpos Fabs e IgGl foram
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revelados através de fragmento F(ab'). purificado com afinidade anti-
humano de cabra conjugado a Cy3 e (H+L) anti-humano de cabra
conjugado a Cy3, respectivamente. Ambos reagentes secundarios
foram obtidos da Jackson Immuno Research. Os controles incluiam
um Fab n&o-relacionado e os anticorpos secundarios sozinhos, todos
0s quais deram resultados negativos. Exemplos tipicos de tingimentos
de placa com anticorpos Fabs MS-Roche e IgGl MS-Roche séao
mostrados nas Figuras 5a 7.

Exemplo 10: Ensaio de Polimerizacdo: Prevencédo de agregacao
de AB

[00168] ApB sintético quando incubado em tamp&o aquoso durante
varios dias espontaneamente agrega e forma estruturas fibrilares que
sao similares aquelas vistas em depdsitos de amiloide nos cérebros de
pacientes com Doenca de Alzheimer. Foi desenvolvido um ensaio in
vitro para medir a incorporacao de Ap biotinilado em agregados de AB
afim de analisar o potencial de neutralizacdo de Ap de anticorpos anti-
AB e outras proteinas de ligacdo de Ap tal como albumina (Bohrmann
e outros, 1999, J. Biol. Chem. 274, 15990-15995). O efeito de
moléculas pequenas sobre a agregacdo de AR pode ser também
analisado neste ensaio.

Procedimento experimental:

[00169] Placas de microtitulagdo Maxisorb NUNC (MTP) sé&o
revestidas com uma mistura 1:1 de Ap1-40 e AB1-42 (2 uM cada, 100

ul por cavidade) a 37° C por trés dias. Sob essas condi¢des altamente
agregadas, Ap fibrilar € adsorvido e imobilizado na superficie da
cavidade. A solugéo de revestimento é entdo removida e as placas sao
secas em temperatura ambiente por 2-4 horas. (As placas secas
podem ser armazenadas a -20° C). Locais de ligacdo residuais séo
bloqueados adicionando 300 pl/cavidade de solucédo salina tamponada

com fosfato contendo 0,05% de Tween 20 (T-PBS) e 1% de albumina
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de soro bovino (BSA). ApGs 1-2 horas de incubacdo em temperatura
ambiente as placas sdo lavadas 1x com 300 ul de T-PBS. Uma
solucao de 20 nM de AB1-40 biotinilado em 20 mM de Tris-HCI, 150
mM de NaCl pH 7,2 (TBS) contendo 0,05% de NaNz e anticorpo
serialmente diluido é adicionada (100 pl/cavidade) e a placa incubada
a 37° C da noite para o dia. Apés lavagem 3x com 300 pl de T-PBS um
conjugado de estreptavidina-POD (Roche Molecular Biochemicals),
diluido 1:1000 em T-PBS contendo BSA a 1%, é adicionado (100
ul/cavidade) e incubado em temperatura ambiente por 2 horas. As
cavidades sédo lavadas 3x com T-PBS e 100 pl/cavidade de uma
solucdo de tetrametil-benzidina recém-preparada (TMB) séo
adicionados. [Preparacdo da solucdo de TMB: 10 ml de &cido citrico
30 mM pH 4,1 (ajustada com KOH) + 0,5 ml de TMB (12 mg de TMB
em 1 ml de acetona + 9 ml de metanol) + 0,01 ml de H20> a 35%]. A
reacdo é parada adicionando 100 pl/cavidade de H>SOs+ 1N e a
absorbancia é lida a 450 nm em uma leitora de placa de
microtitulacéo.

Resultado:

[00170] A Figura 8 mostra que anticorpos IgG1 MS-Roche previnem
a incorporacdo de AB1-40 biotinilado a agregados de Ap1-40/Ap1-42
pré-formados. A capacidade de neutralizacdo de Ap desses IgGs
humanos de comprimento completo era similar aquela do anticorpo
monoclonal de camundongo BAP-1, que foi gerado através de um
procedimento de imunizacdo padrédo e especificamente reconhece
residuos de aminoacido 4-6 do peptideo AR quando analisado através
da técnica "Pepspot” conforme descrito no Exemplo 7. Anticorpo
monoclonal de camundongo BAP-2 que também reage exclusivamente
com aminoacidos 4-6 (Brockhaus, ndo publicado) era
significantemente menos ativo neste ensaio. Uma atividade ainda

menor foi verificada com o anticorpo BAP-17 especifico C-terminal de
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AB1-40 (Brockhaus, Neuroreport 9 (1998), 1481-1486) e o anticorpo
monoclonal 4G8 que reconhece um epitopo entre as posi¢cdes 17 e 24
na sequéncia de AB (Kim, 1988, Neuroscience Research
Communication, Vol. 2, 121-130). BSA em uma concentracdo de até
10 ug/ml ndo afetou a incorporagcao de AB biotinilado e serviu como um
controle negativo. No entanto, em concentracdes mais altas, isto €,
>100 ug/ml, BSA foi descrita inibir a ligacdo de Ap biotinilado em fibras
de AB pré-formado (Bohrmann (1999) J. Biol. Chem. 274 (23), 15990-
5) indicando que a interacdo de BSA com AB néo é de alta afinidade.
Exemplo 11: Ensaio de Despolimerizacdo: Liberacdo de AP
biotinilado de AB agregado

[00171] Em um ajuste experimental similar foi testado o potencial de
anticorpos de IgG MS-Roche em induzir despolimerizacao de Ap
agregado. Ap1-40 biotinilado foi primeiro incorporado a Ap1-40/AB1-42
pré-formado antes de tratamento com varios anticorpos anti-Ap.
Liberacdo de ApB biotinilado foi medida usando o mesmo ensaio
conforme descrito no ensaio de polimerizagao.

Procedimento experimental:

[00172] Placas de microtitulagdo Maxisorb NUNC (MTP) sé&o

revestidas com uma mistura 1:1 de Ap1-40 e AB1-42 conforme descrito

no ensaio de polimerizagdo. Para incorporagdo de AP biotinilado as
placas revestidas sédo incubadas com 200 pl/cavidade de 20 nM de
AB1-40 biotinilado em TBS contendo 0,5% de NaNz a 37° C da noite
para o dia. Apds lavagem da placa com 3 x 300 ul/cavidade de T-PBS,
os anticorpos serialmente diluidos em TBS contendo 0,05% de NaNs3
foram adicionados e incubados a 37° C por 3 horas. A placa foi lavada
e analisada quanto a presenca de AB1-40 biotinilado conforme acima
descrito.

Resultado:

[00173] As Figuras 9A a D mostram que os anticorpos da invencao
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induzem despolimerizacdo de AB agregado conforme medido através
da liberacdo de AB1-40 biotinilado incorporado. Os anticorpos MS-R e
o anticorpo monoclonal de camundongo BAP-1 eram similarmente
ativos enquanto que anticorpos BAP-2, BAP-17 e 4G8 eram
claramente menos eficientes na liberacdo de Ap biotinilado da massa
de agregados de Ap imobilizados. BAP-1 pode ser claramente
diferenciado de anticorpos MS-R pela sua reatividade com APP de
comprimento completo da superficie celular (vide Figura 15) e
anticorpos tal como BAP-1 com propriedades que ndo sdo Uteis para
aplicacGes terapéuticas como reacdes autoimunoldgicas potenciais
podem ser induzidos. E interessante notar que BAP-2, apesar de sua
especificidade para residuo de aminoacido 4-6 que € exposto em A
agregado, tem uma atividade claramente menor neste ensaio
indicando que nem todos os anticorpos N-terminais especificos a priori
sao igualmente eficientes na liberagdo de AB a partir de agregados
pré-formados. Os IgGs MS-Roche séo claramente superiores a BAP-2
com relacdo a atividade de despolimerizacdo. A eficiéncia
relativamente baixa de BAP-17 (especifico C-terminal) e 4G8
(especifico de residuos de aminoacido 16-24) neste ensaio € devido a
natureza critica desses dois epitopos em AB agregado. Como ja
notado no ensaio de polimerizagcdo, BSA nas concentracdes usadas
aqui ndo tinha nenhum efeito sobre Ap agregado.

[00174] Os anticorpos MS-R derivados do 2° ciclo de maturacao de
afinidade e de ligantes clonados de forma cruzada mostram em geral
uma eficacia maior no ensaio de despolimerizacdo (comparacdo da
Figura 9A com as Figuras 9B e C), que esta de acordo com a afinidade
de ligacdo maior desses anticorpos (vide Tabelas 3-5). Os anticorpos
monoclonais AMY-33 e 6F/3D foram descritos prevenir a agregacéo de
AB in vitro sob certas condi¢bes experimentais (Solomon (1996) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 93, 452-455; anticorpos AMY-33 e 6F/3D foram
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obtidos da Zymed Laboratories Inc., S&o Francisco (No. de ordem 13-
0100) e Dako Diagnostics AG, Zug, Suica (No. de ordem M087201),
respectivamente). Conforme demonstrado na Figura 9D, ambos
anticorpos eram completamente inativos no ensaio de
despolimerizagao.
Exemplo 12: Analise de epitopo através de ELISA em conjugados
de peptideo
[00175] Os heptapeptideos que seguem (codigo de letra Unica)
foram obtidos através de sintese de fase solida e purificados através
de cromatografia liquida usando as técnicas conhecidas na técnica.

AEFRHDC

EFRHDSC

FRHDSGC

RHDSGYC

HDSGYEC

DSGYEVC

SGYEVHC

YEVHHQC

EVHHQKC

VHHQKLC

HHQKLVC

HQKLVFC

QKLVFFC

KLVFFAC

LVFFAEC

VFFAEDC

FFAEDVC

FAEDVGC

AEDVGSC

EDVGSNC
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DVGSNKC

VGSNKGC

GSNKGAC

CSNKGAI

CNKGAII

CKGAIIG

CGLMVGG

CMVGGVV

CGGVWVIA
[00176] Os peptideos foram dissolvidos em DMSO para chegar a
10 mM de concentracéo.
[00177] Albumina bovina (essencialmente BSA livre de acido graxo,
Sigma Lot 112F-9390) foi dissolvida para 10 mg/ml em bicarbonato de
sodio 0,1M e ativada através de adicdo por ml de 50 ul de 26 mg/ml de
uma solucdo de propionato de N-succinimidil-maleinimido (NSMP,
Pierce) em DMSO. Apos 15 minutos de reacdo em temperatura
ambiente a BSA ativada foi purificada através de filtragem em gel
(NAP-10, Pharmacia) em PBS com 0,1% de azida de s6dio como
solvente. 50 ul de BSA ativada com NSMP (6,7 mg/ml) foram diluidos
com 50 ul de PBS, 0,1% de azida de sédio e 10 ul de solucédo de
peptideo (1 mM em DMSO) foram adicionados. Como controle
negativo BSA ativada foi tratada com simulacdo com adicdo de
peptideo. Apds 4 horas em temperatura ambiente a reacdo foi parada
através da adicdo de 10 ul de 10 mM de Cisteina. Uma aliquota da
mistura de reacao conjugada foi diluida 1:100 com 0,1M de tampéo de
bicarbonato de sodio e imediatamente enchida nas cavidades (100 pl)
de placas ELISA (Nunc Immuno-Plate). Apés descansar por 16 horas
a 4° C, 100 pl de tampéo de blogueio (como acima) foram adicionados
a cada cavidade e incubados por mais 30 minutos. As placas foram

lavadas com 2x300 pl/cavidade de TBST (como acima) e enchidas
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com 100 ul de anticorpo a 10 pug/ml ou 2 pg/ml em tampao de
bloqueio. As placas foram mantidas 16 horas a 4° C e lavadas com
2x300 pl de TBST. 100 ul/cavidade de H+L Ig anti-humano conjugado
com HRP (Pierce, diluicdo 1:1000 com tampao de bloqueio) foram
adicionados e incubados por 1 hora em temperatura ambiente. As
placas foram lavadas com 3x300 ul/cavidade de TBST.
Desenvolvimento de cor foi iniciado através da adicdo de 100 ul de
reagente de tetrametil benzidina/peroxido de hidrogénio. A reacéo foi
parada apds 5 minutos com a adicdo de 100 pl/cavidade de acido
sulfirico 1M e a densidade Optica € medida através de um leitor éptico
(Microplate Reader 3550, BioRad) a 450 nM. Para comparacgéo
anticorpos monoclonais de camundongo foram analisados da mesma
maneira, exceto usando como agente de revelacdo Ig anti-
camundongo marcado com HRP ao invés de Ig anti-humano.

[00178] Empregando especificos dos heptapeptideos descritos
acima derivados de Ap, testes ELISA especificos conforme aqui
descrito foram realizados. De preferéncia, os anticorpos da invencao
compreendem anticorpos que mostram, conforme medido através de
densidades Opticas, um sinal para razdo de base acima de "10"
quando sua reatividade com um peptideo derivado de A-beta
(AEFRHD; aminoéacidos 2 a 7 de A-beta) é comparada com uma
proteina/peptideo néo-relacionada tal como BSA. Com mais
preferéncia, a razdo de densidades Opticas é acima de "5" para uma
reacdo correspondente com pelo menos um dos trés peptideos
derivados de AB que seguem: (VFFAED; aminoacidos 18 a 23 de Ap)
ou (FFAEDV; aminoacidos 19 a 24 de AB) ou (LVFFAE; Aminoacidos
17 a 22 de AB). Resultados correspondentes para os anticorpos de
origem e/ou amadurecidos da invencdo s&o mostrados nas duas

tabelas que seguem:
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MS-R No. Peptideo 2- 7 Peptideo 17-22 Peptideo 18-23 Peptideo 19-24 Razdo de peptideo Razao de peptideo  Razao de peptideo
2-7/BSA 17-22/BSA 18-23/BSA 19-24/BSA 17-22/2-7 18-23/2-7 19-24/2-7

7 24 4 7 4 0,17 0,29 0,17

8 28 10 29 25 0,36 1,04 0,89
7.2 34 12 16 9 0,35 0,47 0,26
7.3 34 11 15 9 0,32 0,44 0,26
7.4 36 10 13 6 0,28 0,36 0,17
7.9 28 9 13 8 0,32 0,46 0,29
7.11 37 11 15 9 0,30 0,41 0,24
7.12 38 6 8 7 0,16 0,21 0,18
8.1 30 11 8 0,03 0,37 0,27
8.2 32 4 28 23 0,13 0,88 0,72
3.2H2 26 12 23 20 0,46 0,88 0,77
3.3HI 23 4 12 8 0,17 0,52 0,35
3.3H3 31 0,06 0,16 0,06
3.4HI 27 2 2 0,07 0,30 0,07
3.4H2 16 11 0,69 0,06 0,06
3.4H3 22 17 11 0,41 0,77 0,50
3.4H5 28 13 4 0,18 0,46 0,14
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MS-R No. Peptideo 2- 7 Peptideo 17-22 Peptideo 18-23 Peptideo 19-24 Razédo de peptideo Razdo de peptideo  Razao de peptideo
2-7/BSA 17-22/BSA 18-23/BSA 19-24/BSA 17-22/2-7 18-23/2-7 19-24/2-7

3.4H7 24 2 6 5 0,08 0,25 0,21
3.4H17 28 5 12 11 0,18 0,3 0,39
3.4L11 31 6 20 5 0,19 0,65 0,16
3.6H6 25 1 4 7 0,04 0,16 0,28
3.6H1 23 3 13 5 0,13 0,57 0,22
3.6H2 19 2 8 3 0,11 0,42 0,16
7.2HI 38 8 11 9 0,21 0,29 0,24
7.2H2 16 10 10 10 0,63 0,63 0,63
7.2H3 33 17 20 18 0,52 0,61 0,55
7.2H4 23 12 13 12 0,52 0,57 0,52
7.2H5 30 13 18 15 0,43 0,60 0,50
7.2L1 24 14 16 11 0,57 0,68 0,45
7.4H1 31 16 20 16 0,52 0,65 0,51
TAH2 36 17 20 16 0,47 0,56 0,46
7.9HI 32 7 12 0,23 0,36 0,19
7.9H2 35 3 6 0,08 0,16 0,23
7.9H3 35 11 20 0,31 0,57 0,27
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MS-R No. Peptideo 2- 7 Peptideo 17-22 Peptideo 18-23 Peptideo 19-24 Razao de Razao de peptideo Razao de

peptideo peptideo

2-7/IBSA 17-22/BSA 18-23/BSA 19-24/BSA 17-22/2-7 18-23/2-7 19-24/2-7
7.9H4 30 10 15 7 0,32 0,49 0,22
7.11HI 31 8 9 8 0,25 0,29 0,25
7.11H2 34 10 12 14 0,29 0,36 0,41
7.12L1 16 10 12 10 0,60 0,70 0,59
8.1H1 29 22 25 25 0,77 0,88 0,86
8.2H1 22 7 23 20 0,34 1,05 0,94
8.2L1 26 15 32 31 0,60 1,26 1,22
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Tabela 6: Reatividade de Fabs MS-R com heptapeptideos A-beta 2-7
conjugados com BSA (AEFRHD), 17-22 (LVFFAE), 18-23 (VFFAED) e
19-24 (FFAEDV). As razbes da leitura de ELISA (densidade 6ptica)
obtidas com BSA conjugada com peptideo e ndo-conjugada com
peptideo sdo dadas. As intensidades de sinal obtidas com os
peptideos 17-22, 18-23 e 19-24 em relacdo ao peptideo 2-7 sédo

também indicadas.

MS-R IgG AEFRHD LVFFAE VFFAED FFAEDV Razdode Razdode Razdode
peptideo peptideo peptideo
7/B_SA 17-22/BSA 18-23/BSA 19-24/BSA 17-22/2-7 18-23/2-7 19-24/2-7
3.3 17 11 16 11 0,65 0,94 0,65
7.12 19 11 13 11 0,58 0,68 0,58
8.1 16 7 16 14 0,44 1,00 0,88
3.4H7 22 3 16 15 0,14 0,73 0,68
7.9H2 13 5 0,38 0,62 0,46
7.9H3 13 6 0,46 0,62 0,46
7.9.H7 30 5 16 10 0,17 0,53 0,33
7.11H2 10 6 7 6 0,60 0,70 0,60
8.2.H2 18 10 15 14 0,56 0,83 0,78
3.6.H5x3.6.L
) 11 7 9 8 0,64 0,82 0,73
7.11.H2x7.9.
. 14 8 10 9 0,57 0,71 0,64
1(L1)
8.2.H2x8.2.L
L 13 20 25 25 1,54 1,92 1,92
Mab de
camundongo
BAP-| 21 1 1 1 0,05 0,05 0,05
BAP-2 21 1 1 1 0,05 0,05 0,05
4G8 1 23 20 1 23 20 1
6E10 18 1 1 1 0,06 0,06 0,06
6F/3D* 1 1 1 1 1 1 1
Amy 33. 16 2 1 1 0,13 0,06 0,19

Tabela 7: Reatividade de IgGs MS-R e anticorpos monoclonais de
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camundongo BAP-1, BAP-2, 4G8, 6E10 Amy-33 e 6F/3D com
heptapeptideos AB conjugados com BSA 2-7 (AEFRHD), 17-22
(LVFFAE), 18-23 VFFAED) e 19-24 (FFAEDV). As raz0es da leitura de
ELISA (densidade o¢ptica) obtidas com BSA conjugada com peptideo e
ndo-conjugada com peptideo sdo dadas. As intensidades de sinal obtidas
com os peptideos 17-22, 18-23 e 19-24 em relacdo ao peptideo 2-7 séo
também indicadas. * Este anticorpo € especifico para a sequéncia 8-17 e
nao reconhece sequéncias de epitopo N-terminais ou médias.

Exemplo 13: Combinagdo de H-CDR2 e L-CDR1 otimizadas
atraveés de clonagem com cruzamento

[00179] O desenho modular da biblioteca HUCAL permite troca de
regides de determinacdo de complementariedade (CDRs) de dois
genes codificando Fab diferentes em uma Unica etapa de clonagem.
Para mais uma melhora da afinidade a H-CDR2 e a L-CDR1
independentemente otimizadas de clones maduros com a mesma H-
CDR3 foram combinadas, porque havia uma alta probabilidade de que
esta combinagédo levasse a um ganho maior de afinidade (Yang e
outros, 1995, J. Mol. Biol. 254, 392-403; Schier e outros, 1996b, J. Mol.
Biol. 263, 551-567; Chen e outros, 1999, J. Mol. Biol. 293, 865-881).
Cadeias leves inteiras, ou seus fragmentos, foram transferidas de um
clone doador otimizado de L-CDR1 para um clone recipiente otimizado
de H-CDR2. Clones doador e recipiente foram apenas combinados, se
ambos carregassem sequéncias de H-CDR3 idénticas. Todos o0s
clones doador e recipiente carregavam a estrutura principal VH3-V«3.
[00180] Isso foi realizado através de transferéncia de cadeias leves
completas do clone doador otimizado de L-CDR1 para o clone recipiente
otimizado de H-CDR2. Especificidade de epitopo foi conservada apenas
combinando clones com a mesma H-CDR3. Atraves de troca de cadeia
leve um clone otimizado de H-CDR2 obtido apenas através de uma L-

CDR1 otimizada, se a troca aconteceu entre os clones com a mesma L-
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CDRS3. Se a L-CDR3 dos clones a serem combinados fosse diferente, o
clone otimizado com H-CDR2 adquiria em adicdo a L-CDR1 otimizada
uma outra L-CDR3 (L-CDR2 permaneceu ha sequéncia de consenso
HuCAL (Knappik e outros, 2000)) e quando derivados de MS-Roche No.
7.12 foram usados como doadores da cadeia leve L-CDR 1, 2 e 3 foram
trocadas no clone aceitador otimizado com H-CDR2. Trés estratégias de
clonagem diferentes foram empregadas:

1) Usando endonucleases de restricdo Xbal e Sphl o
fragmento da cadeia leve de anticorpo completa foi excisado do
plasmideo 1 (por exemplo, pMx9_Fab_MS-Roche No.7.11.H1 FS) e a
parte traseira do vetor desse modo obtido foi entdo ligada ao
fragmento de cadeia leve do plasmideo 2 (por exemplo,
pMx9 Fab MS-Roche No0.7.2.L1 FS) gerado pela digestdao de Xbal e
Sphl. Desse modo um novo plasmideo (nomenclatura: pMx9 Fab MS-
Roche No.7.11.H1x7,2.L1_FS) foi criado codificando L-CDR 1, 2, 3 do
clone de origem No.7.2.L1 e H-CDR 1, 2, 3 do clone de origem
No.7.11.H1.

2) Usando endonucleases de restricdo Xbal e Acc65l um
fragmento codificando L-CDR1 foi excisado do plasmideo 1 (por
exemplo, pMx9_Fab_MS-RocheNo.7.11.H2_FS) e a parte traseira do
vetor desse modo obtido foi entédo ligada ao fragmento de L-CDR1 do
plasmideo 2 (por exemplo, pMx9 Fab_MS-Roche No.7.12.L1 FS)
gerado pela digestdo de Xbal e Acc65l. Desse modo um novo
plasmideo (nomenclatura: pMx9_Fab_MS-Roche No.7.11.H2x7,2.L1
(L-CDR1)_FS) foi criado codificando L-CDR 1, de clone de origem n2
7.12.L1 enquanto que L-CDR2,3 e H-CDR1, 2, 3 sédo derivadas do
clone de origem No.7.11.H2.

3) Usando endonucleases de restricao Xbal e BamHI um
fragmento codificando L-CDR1 e L-CDR2 foi excisado do plasmideo 1
(por exemplo, pMx9 Fab MS-Roche No.7.11.H2 FS) e a parte
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traseira do vetor desse modo obtido foi entdo ligada ao fragmento de
L-CDR1 e L-CDR2 do plasmideo 2 (por exemplo, pMx9 Fab_ MS-
Roche No.7.12.L1_FS) gerado pela digestédo de Xbal e BamHI. Desse
modo um novo plasmideo (nomenclatura: pMx9 Fab MS-Roche
No0.7.11.H2x7.12.L1 (L-CDR1+2)_FS) foi criado codificando L-CDR1 e
L-CDR2 do clone de origem No.7.12.L1 enquanto que L-CDR3 e H-
CDR 1, 2, 3 sao derivadas do clone de origem No.7.11.H2.

[00181] Exemplos ilustrativos das estratégias de clonagem diferentes
bem como para clones doador e recipiente de sequéncia sdo dados na
Tabela 8.

[00182] ApoOs expressdo e purificacdo em grande escala suas
afinidades foram determinadas em fibras de Ap (1-40). Ainda, valores
Ko para Fab MS-R/anticorpos clonados de forma cruzada sado dados

na Tabela 9 anexa.
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Nome do ligante L-CDR1 pos.49 L-CDR2 |p0s.85 |L-CDR3 |H-CDR1 |pos.47 H-CDR2 H-CDR3

Estratégia de clonagem 1) 1 1

MS-Roche GASSRA QQVYSP| GFTFSSY GKGNTHKPYGYVRYF
RASQSVSSSYLA 'Y T W| GINAAGFRTYYADSVKG
No.7.11.Ha T PH AMS DV

MS-Roche GASSRA QQIYSFP| GFTFSSY GKGNTHKPYGYVRYF
RASQYVDRTYLA Y T W|AISGSGGSTYY ADSVKG
No.7.2.L1 T H AMS DV

MS-Roche GASSRA QQIYSFP| GFTFSSY GKGNTHKPYGYVRYF
RASQYVDRTYLA Y T W| GINAAGFRTYYADSVKG
No.7.11.H1x7.2.L1 T H AMS DV

Estratégia de clonagem 2) 1 1

RASQSVSSSYL y GASSRA . QQVYSPP| GFTFSSY WAINANGYKKYYADSVK GKGNTHKPYGYVRYF
A T H AMS G DV
RASQYVFRRYL| |GSSNRA GFTFSSYGM WNISGSGSSTYYADSVK GKGNTHKPYGYVRYF

MS-Roche No.7.12.L1 S VILQL YNIPN
A T S G DV

MS-Roche No.7.11.H2

OET/LTT

MS-Roche
No0.7.11.H2x7.12.U(LCDR
1)

RASQYVFRRYLY GASSRA . QQVYSPP| GFTFSSY WAINANGYKKYYADSVK GKGNTHKPYGYVRYF
A T H AMS G DV
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Estratégia de clonagem 3) 1 1
RASQSVSSSY| |GASSRA| |QQVYSPP|GFTFSSYAM AINANGYKKYY |GKGNTHKPYGYVRY
MS-Roche No.7.11.H2
LA T H S ADSVKG FDV
RASQYVFRRY| |GSSNRA LQL GFTFSSYG NISGSGSSTYYADSV|GKGNTHKPYGYVRY
MS-Roche No.7.12.L1 S \Y;
LA T YNIPN MS KG FDV
MS-Roche RASQYVFRR |S| GSSNR | T| QQVYSP | GFTFSSYA |W| AINANGYKKYYADS | GKGNTHKPYGYVR
No.7.11.H2x7.12.L1(LCD YLA AT PH MS VKG YFDV
R1+2)
Nome do ligante L-CDR1 p0s.49 L- pos.8| L-CDR3 | H-CDR1 | pos.47 H-CDR2 H-CDR3
CDR2 5
L THY
MS-Roche No0.3.6H5 RASQSVSSSYLA|Y [GASSRAT| V QQTYNYPPGFTFSSYAMS| W |[AISESGKTKYYADSVKG
ARYYRYFDV
L THY
MS-Roche No0.3.6L2 |RASQFLSRYVLA|Y [GASSRAT| V QQTYNYPPGFTFSSYAMS| W |AISGSGGSTYYADSVKG
ARYYRYFDV
MS-Roche L THY
RASOFLSRYVLA|Y |GASSRAT| V QQTYNYPPGFTFSSYAMS| W |AISESGKTKYYADSVKG
No.3.6H5x3.6L2 ARYYRYFDV
MS-Roche No0.3.6H8 RASQSVSSSYLA|Y [GASSRAT| V QQTYNYPPGFTFSSYAMS| w |AISEYSKFKYYADSVKG |LTHYARYYRYFDV
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MS-Roche

No.3.6L2 RASQFLSRYVLA |Y| GASSRAT |[V|QQTYNYPP | GFTFSSYAMS |W| AISGSGGSTYYADSVKG LTHYARYRYFDV
0.3.
MS-Roche
RASQFLSRYYLA |Y| GASSRAT |[V|QQTYNYPP | GFTFSSYAMS |W| AISEYSKFKYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
No0.3.6H8x3.6L2
MS-Roche
No.7.4.H2 " RASQSVSSSYLA |Y| GASSRAT |V| QQIYNFPH | GFTFSSYAMS (W| AINYNGARIYY ADSVKG | GKGNTHKPYGYVRYFDV
0.7,4.
MS-Roche
No.7.2.L1 RASQYVDRTYLA |Y| GASSRAT [T| QQIYSFPH | GFTFSSYAMS |W| AISGSGGSTYY ADSVKG | GKGNTHKPYGYVRYFDV
0.7.2.
MS-Roche
RASQYVDRTYLA |Y| GASSRAT [T| QQIYSFPH | GFTFSSYAMS |W| AINYNGARIYV ADSVKG | GKGNTHKPYGYVRYFDV
No.7.4.H2x7.2.11
MS-Roche
No.7 9H2 RASQSVSSSYLA |Y| GASSRAT [T| LQIYNMPI | GFTFSSYAMS W| AINADGNRKYVADSVKG | GKGNTHKPYGYVRYFDV
0.7.
MS-Roche
No.7.12L2 RASQRFFYKYLA |S|GSSNRAT |V| LOQLYNIPN | GFTFSSYGMS (W| NISGSGSSTYYADSVKG | GKGNTHKPYGYVRYFDV
0.7.
MS-Roche GSSN RA
RASQRFFYKYLA |S V| LQL YNIPN | GFTFSSYAMS |W| AINADGN RKYY ADSVKG | GKGNTHKPYGYVRYFDV
No.7.9H2x7.12L2 T
MS-Roche
No.7.9H4 RASQSVSSSYLA |Y|GASSRAT [T| LOQIYNMPI | GFSSY AMS |W| AINA VGMKKFY ADSVKG | GKGNTHKPYGYVRYFDV
0.7.
MS-Roche
No.7 12.L2 RASQRFFYKYLA [|S|GSSNRAT V| LOLYNIPN | GFTFSSYGMS (W| NISGSGSSTYYADSVKG | GKGNTHKPYGYVRYFDV
0.7.12.
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AINA VGM KKFY

MS-Roche No.7.9H4x7.12L2 [RASQRFFYKYLA| S |GSSNRAT| V | LQLYNIPN [GFTFSSYAMS| W ADSVKG GKGNTHKPYGYVRYFDV|
MS-Roche No.7.11HL RASQSVSSSYLA| Y |GASSRAT| T |QQVYSPPH|GFTFSSYAMS| W |GINAAGFRTYYADSVKG GKGNTHKPYGYVRYFDV|
GFTFSSY
MS-Roche No.7.11L1 RASQRILRIYLA Y |GASSRAT| T |QQVYSPPH AMS W JAISGSGGSTYY ADSVKGIGKGNTHKPYGYVRYFDV|
. Pos.
Nome do ligante L-CDR1 pos.49| L-CDR2 85 I-CDR3 H-CDR1 |po0s.47 H-CDR2 H-CDR3
MS-Roche No.7.11HIx7.11L1| RASQRILRIYLA Y |GASSRAT| T |QQVYSPPH|GFFSSY AMS| W |GINAAGFRTYYADSVKG|GKGNTHKPYGYVRYFDV
. MS-Roche No.7.11H1 |RASQSVSSSYLA| Y |[GASSRAT| T |QQVYSPPH|GFTFSSYAMS GINAAGFRTYYADSVKG |GKGNTHKPYGYVRYFDV
MS-Roche No.7.2L1 RASQYVDRTYLA| Y [GASSRAT| T |QQIYSFPH |GFTFSSYAMS AISGSGGSTYYADSVKG|GKGNTHKPYGYVRYFDV
MS-Roche No.7.11H1x7.2L1 RASQYVDRTYLA| Y |GASSRAT| T | QQIYSFPH |[GFTFSSYAMS| W |GINAAGFRTYYADSVKG,GKGNTHKPYGYVRYFDV]
MS-Roche No.3.3HL RASOSVSSSYLA| Y |GASSRAT| V |HQMSSYPP|GFTFSSYAMS| W |VISEKSRFIYY ADSVKG LTHYARYYRYFDV
MS-Roche No0.3.4L9 RASRRIHVYYLA| Y |GASSRAT| T |QQTYDYPP|GFTFSSYAMS| W |AISGSGGSTYYADSVKG| LTHYARYYRYFDV
MS-Roche N0.3.3H1x3.4L9 | RASRRIHWYLA | Y |GASSRAT| T |QQTYDYPP|GFTFSSYAMS| w |VISEKSRFIYY ADSVKG LTHYARYYRYFDV
MS-Roche No.3.4HL RASOSVSSSYLA| Y |GASSRAT| T |QQTYDYPP|GFTFSSYAMS| W |AISETSIRKYY ADSVKG LTHYARYYRYFDV
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MS-Roche No0.3.4L9 RASRRIHVYYLA GASSRAT QQTYDYPP|GFTFSSYAMS| W |AISGSGGSTYYADSVKGLTHYARYYRYFDV
MS-Roche
RASRRIHWYLA GASSRAT] QQTYDYPP|GFTFSSYAMS| W |AISETSIRKYY ADSVKG LTHYARYYRYFDV
No0.3.4HIx3.419
MS-Roche No0.3.4H3 |RASOSVSSSYLA GASSRAT QQTYDYPP|GFTFSSYAMS| W |VISOTGRKIYY ADSVKGLTHYARYYRYFDV
RASORLGRL AISGSGGSTYY LTHY
MS-Roche No.3.4L7 GASSRAT QQTYDYPPGFTFSSYAMS| W
YLA ADSVKG ARYYRYFDV
MS-Roche RASORLGRL
GASSRAT] QQTYDYPP|GFTFSSYAMS| W |VISQTGRKIvy ADSVKG LTHYARYYRYFDV
No0.3.4H3x3.4L7 YLA
LTHY
MS-Roche No0.3.4H3 |RASOSVSSSYLA GASSRAT] QQTYDYPP|GFTFSSYAMS| W |VISOTGRKIYY ADSVKG
ARYYRYFDV
AISGSGGSTYY LTHY
MS-Roche No0.3.4L9 RASRRIHVYYLA GASSRAT] QQTYDYPPGFTFSSYAMS| W
ADSVKG ARYYRYFDV
MS-Roche
RASRRIHVYYLA GASSRAT] QQTYDYPPGFTFSSYAMS| W |VISQTGRKIvy ADSVKG LTHYARYYRYFDV
No0.3.4H3x3.4L9
MS-Roche No.3.4H7 |RASQSVSSSYLA GASSRAT QQTYDYPPGFTFSSYAMS| W |VISETGKNIYY ADSVKG|LTHYRYYRYFDV
MS-Roche No0.3.4L9 RASRRIHVYYLA GASSRAT] QQTYDYPPGFTFSSYAMS| W |AISGSGGSTYYADSVKGLTHYARYYRYFDV|
MS-Roche
RASRRIHWYLA GASSRAT] QQTYDYPP|GFTFSSYAMS| W |VISETGKNIVY ADSVKG|LTHYARYYRYFDV
No0.3.4H7x3.4L9
MS-Roche No.3.4H7 |RASQSVSSSYLA GASSRAT] QQTYDYPP|GFTFSSYAMS| W |VISETGKNIYYADSVKG LTHYARYYRYFDV,

Peticéo 870190126456, de 02/12/2019, pag. 125/153

OET/IcT



AISGSGGSTYY

MS-Roche No.3.4L7 RASQRLGRLYLA| Y |GASSRAT| T |QQTYDYPP|GFTFSSYAMS| W ADSVKG LTHYARYYRYFDV
Nome do ligante L-CDR1 pos.49| L-CDR2 |pos.85 L-CDR3 H-CDR1 |pos.47 H-CDR2 H-CDR3
MS-Roche N0.3.4H7x3.4L7 |RASQRLGRLYLA| Y |GASSRAT| T GFTFSSYAMS| W |VISETGKNIYY ADSVKG LTHYARYYRYFDV
QQTYDYPP
GFTFSSY
MS-Roche No.3.6H5 RASQSVSSSYLA| Y |GASSRAT| V |QQTYNYPP AMS W |AISESGKTKYY ADSVKG LTHYARYYRYFDV
MS-Roche No.3.6L1 RASQFIQRFYLA Y |GASSRAT| V |QQTYNYPP|GFTFSSYAMS AISGSGGSTYYADSVKG LTHYARYYRYFDV
GFTFSSY
MS-Roche No0.3.6H5x3.6L1 |RASQFIQRFYLA Y |GASSRAT| V [QQTYNYPP AMS AISESGKTKYY ADSVKG LTHYARYYRYFDV
MS-Roche No.7.2H2 RASQSVSSSYLA| Y |GASSRAT| T |QQIYSFPH |GFTFSSYAMS AINGTGMKKYYADSVKG|IGKGNTHKPYGYVRYFDV|
MS-Roche No.7.2L1 RASQYVDRTYLA] Y |GASSRAT| T |QQIYSFPH |GFTFSSYAMS| W |AISGSGGSTYYADSVKGIGKGNTHKPYGYVRYFDV|
AINGTGMKKYY
MS-Roche No.7.2H2x7.2L1 Y |GASSRAT| T |QQIYSFPH |GFTFSSYAMS| W GKGNTHKPYGYVRYFDV|
RASQYVDRTYLA ADSVKG
MS-Roche No.7.4H2 RASQSVSSSYLA| Y |GASSRAT| V |QQIYNFPH |GFTFSSYAMS| W |AINYNGARIYY ADSVKG|GKGNTHKPYGYVRYFDV|
MS-Roche No.7.12L.2 RASQRFFYKYLA| S |GSSNRAT| V LQLYNIPN [GFTFSSYGMS NISGSGSSTYYADSVKG|GKGNTHKPYGYVRYFDV|
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MS-Roche GFTFSSY
RASQRFFYKYLA GSSNRAT, LQLYNIPN WI|AINYNGARIYY ADSVKG|GKGNTHKPYGYVRYFDV
No.7.4H2x7.12L2 AMS
MS-Roche N0.7.9H2 |RASQSVSSSYLA GASSRAT LQIYNMPI |GFTFSSYAMSWAINADGNRKYYADSVKGIGKGNTHKPYGYVRYFDV]
MS-Roche No.7.2L1 |RASQYVDRTYLA GASSRAT QQIYSFPH [GFTFSSYAMSWAISGSGGSTYYADSVKG|GKGNTHKPYGYVRYFDV|
MS-Roche AINADGNRKYY
RASQYVDRTYLA GASSRAT QQIYSFPH |GFTFSSYAMS\W GKGNTHKPYGYVRYFDV|
No.7.9H2x7.2L1 ADSVKG
MS-Roche N0.7.11H2 |RASQSVSSSYLA GASSRAT QQVYSPPH|GFTFSSYAMSWAINANGYKKYYADSVKG|GKGNTHKPYGYVRYFDV
AISGSGGSTYY
MS-Roche N0.7.2L1 |RASQYVDRTYLA GASSRAT QQIYSFPH |GFTFSSYAMS\W ADSVKG GKGNTHKPYGYVRYFDV|
MS-Roche
RASQYVDRTYLA GASSRAT QQIYSFPH |GFTFSSYAMSWAINANGYKKYYADSVKG|GKGNTHKPYGYVRYFDV|
No.7.11H2x7.2L1
MS-Roche No.7.9H2 |[RASQSVSSSYLA GASSRAT LQIYNMPI (GFTFSSYAMSWAINADGNRKYYADSVKG|GKGNTHKPYGYVRYFDV|
MS-Roche N0.7.12L1 |RASQYVFRRYLA GSSNRAT LQL YNIPN|GFTFSSYGMSW|NISGSGSSTYYADSVKG(GKGNTHKPYGYVRYFDV,
MS-Roche AINADGNRKYY
RASQYVFRRYLA| GSSNRAT] LQLYNIPN |GFTFSSYAMSW GKGNTHKPYGYVRYFDV,

No.7.9H2x7.12L1

ADSVKG
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) pos.4 Pos pOs.4
Nome do ligante L-CDR1 9 L-CDR2 85 L-CDR3 H-CDRI . H-CDR2 H-CDR3
MS-Roche QQVYSPP AINANGYKKYYADSVK | GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQSVSSSYLA| Y |GASSRAT| T GFTFSSYAMS| W
No.7.11H2 H G Vv
MS-Roche AISGSGGSTYYADSVK | GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQRLSPRYLA| Y |GASSRAT| T |LQIYNMPI |GFTFSSYAMS| W
No.7.9L1 G Vv
MS-Roche AINANGYKKYYADSVK | GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQRLSPRYLA| Y |GASSRAT| T |LOIYNMPI |GFTFSSYAMS| W
No.7.11H2x7.9L1 G Vv
MS-Roche
No.8.1H1 RASQSVSSSYLA| Y |GASSRAT| T |OOLSNYPP|GFTFSSYAMS| W |AISRSGSNIYYADSVKG| LLSRGYNGYYHKFDV
0.8.
MS-Roche RASQRVSGRYL AISGSGGSTYY
Y |GASSRAT| T | OQLSSY |GFTFSSYAMS| W LLSRGYNGYYHKFDV
No.8.2L1 A ADSVKG
MS-Roche RASQRVSGRYL
Y |GASSRAT| T |QQLSSYPP|GFTFSSYAMS| W |AISRSGSNIYY ADSVKG| LLSRGYNGYYHKFDV
No.8.1H1x8.2L1 A
MS-Roche QQVYSPP AINANGYKKYYADSVK | GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQSVSSSYLA| Y |GASSRAT| T GFTFSSYAMS| W
No.7.11H2 H G Vv
MS-Roche GSSNRA GFTFSSYGM NISGSGSSTYYADSVK | GKGNTHKPYGYVRYFD
RASQYVFRRYLA| S V |LQL YNIPN w
No.7.12L1 T S G Vv
MS-Roche
GSSNRA AINANGYKKYYADSVK | GKGNTHKPYGYVRYFD
No.7.11H2x7.12L |RASQYVfRRYLA| S - V |LQL YNIPN|GFTFSSYAMS| W G v

1
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Tabela 8 As setas indicam a localizacdo dos locais de enzima de

restricdo usados para digerir os plasmideos correspondentes.

Kb ap1-40 Ko a1-42
MS-R NO.

nM nM
3.3H1x3AL9 2,16 2,97
3AH1x3AL9 0,25 0,5
3AH3x3AL7 0,92 0,92
3AH3x3AL9 1,05 0,93
3,4H7x3AL9 2,66 3,51
3AH7x3AL7 1,19 1,23
3.6H5x3.6L1 1,25 1,04
3.6H5x3.6L.2 1,26 0,84
7.2H2x7.2L1 1,29 1,43
7TAH2x7.2L1 1,4 1,4
TAH2x7.12L.2 1,4 1,8
7.9H2x7.2L1 (L1) 1,4 1,4
7.9H2x7.12L1 1,2 11
7.9H2x7.12L2(L1+ 2) 0,4 0,4
7.11 H1x7.2L1 1,75 1,39
7.11H1x7.11L1 0,41 0,47
7.11 H2x7.2L1(L1) 1 0,6

7.11H2x7.9L 1(L1) 0,1 1
8.1 H1x8.2L1 1,3 1,6

Tabela 9: Valores Kp para Fab MS-R clonado de forma cruzada se
ligando a fibras de AB1-4 e AB1-42 conforme determinado no Biacore.
A preparacdo de Fabs clonados de forma cruzada € descrita no
Exemplo 13. Os valores Kp foram determinados através de ajustes da
curva cinética e corrigidos para o teor do Fab ativo presente em cada

amostra conforme descrito no texto. Alguns dos Fabs foram
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adicionalmente purificados através de cromatografia de exclusdo de
tamanho ou ultracentrifugacdo preparativa para remover material
agregado. (L1), o clone aceitador amadurecido com H-CDR2 recebeu
apenas L-CDR1 do clone doador melhorado de L-CDR1; (L1+2), o
clone aceitador amadurecido com H-CDR2 recebeu L-CDR1+2 do
clone doador melhorado de L-CDR1.

Exemplo 14: Decoracao de placa amiloide in vivo em um modelo
de camundongo da doenca de Alzheimer conforme revelado
através de microscopia de escaneamento a laser e andlise de
colocalizagéao

[00183] Anticorpos IgG1l MS-R selecionados foram testados em
camundongos transgénicos duplos APP/PS2 (Referéncia: Richards e
outros, Soc. Neurosci. Abstr., Vol. 27, Programa No. 5467, 2001) para
decoracdo de placa amiloide in vivo. Os anticorpos (1
mg/camundongo) foram administrados i.v. e ap0s 3 dias os cérebros
foram perfundidos com solucéo salina e preparados para criosseccao.
Em um outro estudo o0s camundongos foram expostos a
concentracfes mais altas dos anticorpos, isto é, 2 mg injetados i.v. nos
dias 0, 3 e 6 e sacrificados no dia nove. A presenca dos anticorpos
ligados a placas amiloide foi avaliada em secdes criostaticas néo-
fixadas através de imunoflurescéncia indireta marcada dupla usando
um (H+L) IgG anti-humano de cabra conjugado a Cy3 (No. 109-165-
003, Jackson Immuno Research) seguido pelo imunoconjugado BAP-
2-Alexa488. Imagem foi feita através de microscopia a laser confocal e
processamento de imagem para deteccdo quantitativa de co-
localizacbes através dos softwares IMARIS e COLOCALIZATION
(Bitplane, Suica). Exemplos tipicos sdo mostrados nas Figuras 10-14.
Todos os anticorpos MS-R testados foram verificados como sendo
positivos em imunomarcacdo de placas amiloide in vivo, embora

alguma variabilidade tenha sido notada.

Peticao 870190126456, de 02/12/2019, pég. 130/153



127/130

Exemplo 15: Investigacdo de ligacdo de anticorpos monoclonais
diferentes a proteina precursora de amiloide (APP) sobre a
superficie das células HEK293.

[00184] APP é amplamente expressa no sistema nervoso central. A
ligacdo de anticorpo a APP de superficie celular pode levar a ativacéo
do complemento e destruicdo celular em &reas do cérebro saudavel.
Desse modo, € obrigatorio que os anticorpos A-beta terapéuticos
sejam destituidos de reatividade para APP. Anticorpos de alta
afinidade contra o dominio N-terminal de A-beta (por exemplo, BAP-1,
BAP-2) reconhecem o respectivo epitopo também na estrutura
principal de APP. Em contraste, 0os anticorpos contra o epitopo médio
(por exemplo, 4G8), e o0s anticorpos da invengdo sao
surpreendentemente incapazes de reconhecer para a APP da
superficie celular. Desse modo, anticorpos da invencdo que decoram
A-beta, mas ndo APP in vivo, sdo superiores a anticorpos néao-
seletivos.

[00185] O método de citometria de fluxo € bem conhecido na
técnica. Unidades relativas de fluorescéncia (FL1-H) medidas através
de citometria de fluxo indicam ligacdo de superficie celular do
respectivo anticorpo. Uma mudanca de fluorescéncia na HEK293
transfectada com APP comparada com células HEK293 néo-
transfectadas indica a reacdo indesejada com APP da superficie
celular., Como um exemplo, anticorpos BAP-1 e BAP-2 contra o
dominio N-terminal mostram uma mudancga significante do sinal FL-1
em HEK293/APP (linha fina) comparado com células HEK293 né&o-
transfectadas (linha pontilhada). O anticorpo 4G8 (especifico para o
epitopo A-beta médio) e todos os anticorpos da invencao (especificos
para epitopos A-beta N-terminais e médios) ndo mostram nenhuma
mudanca significante na fluorescéncia. Diferengcas na fluorescéncia
basal entre HE293/APP e células HEK293 sdo devido a tamanho
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celular diferente. Um instrumento FACScan foi usado em combinagao
com o pacote de Software Cellquest Pro (ambos Becton Dickinson).
Exemplo 16: Lista de SEQ ID NOs identificadas com relacdo as
moléculas de anticorpo da invencéao

[00186] A Tabela 10 anexa refere-se a sequéncias conforme aqui
definido para algumas moléculas de anticorpo da invencao

especificas.
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Tabela 10: Identificacdo da SEQ ID N©S para anticorpos de origem, bem como moléculas de anticorpo

otimizados, maduras e/ou clonadas com cruzamento.

No. Da Molécula] VH prot VL prot VH DNA VL DNA HCDR3 HCDR3 LCDR3 LCDR3
prot DNA prot DNA

3 4 10 3 9 22 21 16 15

7 6 12 5 11 24 23 18 17

8 te] 14 U 13 26 25 20 19
3.6H5x3.6L2 33 a7 32 46 61 60 75 74
3.6H8 x 3.6L2 35 49 34 48 63 62 77 76
7.4H2 x 7.2L1 37 51 36 50 65 64 79 78
7.9H2 x 7.12L2 (39 53 38 52 67 66 81 80
7.9H4 x 7.12L.2 41 55 40 54 69 68 83 82
7.11HIx7.11L1 43 57 42 56 71 70 85 84
7.11HIx7.2L1 45 59 44 58 73 72 37 86
7.9H7 89 91 38 90 93 92 95 94
3.3HIx3.4L9 295 325 294 324 355 354 385 384
3.4HIx3.4L9 297 327 296 326 357 356 387 386
3.4H3x3.4L7 299 329 298 328 359 358 389 388
3.4H3x3.4L9 301 331 300 330 361 360 391 390
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Tabela 10: Identificacdo da SEQ ID N2 para anticorpos de origem,
bem como moléculas de anticorpo otimizados, maduras e/ou clonadas

com cruzamento. (Continuagao)

No. Da
i VH prot|VL prot|VH DNA|VL DNA| HCDR3 | HCDR3 | LCDR3 | LCDR3

Molécula

3.4H7x3.
303 333 302 (332 363 362 393 392

419

3.4H7x3.
305 335 304 (334 365 364 395 394

4L7

3.6H5x3.
307 337 306 (336 . 367 366 397 396

6L1

7.2H2x7.
309 339 308 (338 369 368 399 398

2L1

7.4H2xX7.
311 341 310 (340 371 370 401 400

12L2

7.9H2x7.
313 343 312 (342 373 372 403 402

2L1

7.9H2x7.
315 345 314 |344 375 374 405 404

1211

7.11H2x7
317 347 316 (346 377 - 376 407 406

2L1

7.11H2x7
319 349 318 (348 379 378 409 408

9L1

7.11H2x7
321 351 320 350 381 380 411 410

1211

8.1H1x8.
o1 323 353 322 [352 383 382 413 412
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REIVINDICACOES

1. Molécula de anticorpo anti-peptideo beta-A4,
caracterizada pelo fato de que compreende:

(@) uma regido variavel VL compreendendo regides
determinantes de complementariedade L-CDR1, L-CRD2 e L-CRDS3,
em que:

(1) L-CDR1 compreende SEQ ID NO: 143: Arg Ala Ser GIn
Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Alg;

(2) L-CDR2 compreende SEQ ID NO: 144: Gly Ala Ser Ser
Arg Ala Thr; e

(3) L-CDR3 compreende SEQ ID NO: 95: Leu GIn lle Tyr
Asn Met Pro lle; e

(b) uma regido variavel VH compreendendo regides
determinantes de complementariedade H-CDR1, H-CRD2 e H-CRD3,
em que:

(1) H-CDR1 compreende SEQ ID NO: 146: Gly Phe Thr
Phe Ser Ser Tyr Ala Met Ser;

(2) H-CDR2 compreende SEQ ID NO: 192: Ala lle Asn Ala
Ser Gly Thr Arg Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly; e

(3) H-CDR3 compreende SEQ ID NO: 93: Gly Lys Gly Asn
Thr His Lys Pro Tyr Gly Tyr Val Arg Tyr Phe Asp Val.

2. Molécula de anticorpo, de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizada pelo fato de que compreende uma regido variavel VH
como mostrada em SEQ ID NO: 89 e uma regido variavel VL como
mostrada em SEQ ID NO: 91.

3. Molécula de anticorpo, de acordo com a reivindicacéo 1
ou 2, caracterizada pelo fato de que compreende uma regiao variavel
VH como codificada por uma molécula de acido nucleico como
mostrada em SEQ ID NO: 88 e uma regido variavel VL como

codificada por uma molécula de acido nucleico como mostrada em
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SEQ ID NO: 90.

4. Molécula de anticorpo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que é um anticorpo
completo (imunoglobulina), um fragmento F(ab), um fragmento F(ab),
um anticorpo de cadeia simples, um anticorpo quimérico, um anticorpo
enxertado com CDR, uma construgcdao de anticorpo bivalente, um
anticorpo sintético ou um anticorpo clonado de forma cruzada.

5. Composicéo, caracterizada pelo fato de que compreende
uma molécula de anticorpo como definida em qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 4 e um veiculo, excipiente e/ou diluente
farmacéutico.

6. Composicdo de acordo com a reivindicagao 5,
caracterizada pelo fato de que € uma composi¢cdo farmacéutica ou de
diagnastico.

7. Uso de uma molécula de anticorpo como definida em
gualguer uma das reivindicacdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que
€ para a preparacdo de uma composicdo farmacéutica para a
prevencao e/ou tratamento de wuma doengca associada com
amiloidogénese e/ou formacédo de placa amiloide.

8. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende a molécula de anticorpo como definida em qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 4, e um veiculo, excipiente e/ou diluente
farmacéutico para uso na prevencdo e/ou tratamento de uma doenca
associada com amiloidogénese e/ou formacao de placa amiloide.

9. Uso de uma molécula de anticorpo como definida em
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que
€ para a preparacdo de uma composicdo de diagnostico para a
deteccdo de uma doenca associada com amiloidogénese e/ou
formacao de placa amiloide.

10. Composicao de diagnéstico, caracterizada pelo fato de
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gue compreende a molécula de anticorpo como definida em qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 4, e um veiculo, excipiente e/ou diluente
farmacéutico para uso na deteccdo de uma doenga associada com
amiloidogénese e/ou formacao de placa amiloide.

11. Uso de uma molécula de anticorpo como definida em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que
€ para a preparacdo de uma composicdo farmacéutica para a
desintegracao de placas p-amiloide.

12. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de
gue compreende a molécula de anticorpo como definida em qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 4, e um veiculo, excipiente e/ou diluente
farmacéutico para uso na desintegracao de placas p-amiloide.

13. Uso de uma molécula de anticorpo como definida em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que
€ para a preparacdo de uma composicdo farmacéutica para
imunizacdo passiva contra formacéo de placa p-amiloide.

14. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de
gue compreende a molécula de anticorpo como definida em qualquer
uma das reivindicagfes 1 a 4, e um veiculo, excipiente e/ou diluente
farmacéutico para uso na imunizacdo passiva contra formacdo de
placa p-amiloide.

15. Uso de acordo com qualguer uma das reivindicagoes 7,
9, 11 ou 13, caracterizado pelo fato de que a dita doenca é deméncia,
doenca de Alzheimer, neuropatia motora, sindrome de Down, doenca
de Creutzfeld Jacob, hemorragia cerebral hereditaria com amiloidose
do tipo Holandesa, doenca de Parkinson, deméncia relacionada ao

HIV, ALS ou distlrbios neuronais relacionados ao envelhecimento.
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Flg. 2 lacZ’(21 bp)
SD
RHArm lac start
Cperador lac
Regido -10
Rugisc. -36
smouap“‘———i‘
Promotor « m
sD lllﬁ TNy \\\Bbd(sas)
— D e (a8
Terminador cat .dﬂ \\ “Bsiwl (410)
Balll (32171 = CL kappa{315 bp)
\\Sml (728)
Sphl (741)
hoA
1 {803)
ffel (827)
. H3
Nel (2499) Pmil (1034)
Cirigem f1/i BssHII (1107)
T->A Sty (1153)
\ﬂlpl (1177)
Sall (1183)
CH1(306 bp)
\ .&ﬂhlmsn
CTgi471 bp)
top
HirdTU (10£8)
‘Ténmnadorum
lacz” SD cmpA
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Xbal

oy o

M K K T A I A I A V-
1 TCTAGATAAC GRGGGCAAAA AATGAAAAAG ACAGCTATCG CGATTGCAGT
AGATCTATTS CTCCTGITIT TTACTITITC TGTCGATAGC GCTAACGTCA
Vk3

e cemTE e L N e . - - P emermew on m s s e e 2y

A LA 6FAT VAQ ADTI VLTQ-
51  GGCACT33CT GATTTCSCTA CCGTAGCGCA GGCCGATATC GTGCTGACCC
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CCGT3RCCGA CCAAAGCGAT GACATCGCGT CCCGGCTATAG CRCGAC’I‘GGG

Vk3
-SPATLSLSPGERATLS
AGAGCICGSC GACCCTGAGC CTGTCTCIGC GCOAACGTGC GACCCTGAGC
TCTCGG3CCE CTSSGRCTCG GACASAGSCC CGCTTGCACG CTGGGACTCG

Vi3

C R A S Q SV 8 8 8 YL AW Y Q Q
TGCRGAGCSA GCCAGARGCGT GAGCAGCAGC TATCTGGCGT GGTACCAGCA
RC3TCTCGCT CGSTCTCSCA CTCSTCGTCG ATAGACCGCA CCATGGTCGT

k3

et ey 0 e et O O 2 B A B P D e P 0 P P B O P e 2t 0 B > B s S B o 2 B Bt 0 0 A B0 0 P

esos o0
°

3
* o
s o
s .

X P 6 Q A PR L L I Y G A S8 S R A -

GARACTAGET CAASCACCGC GTCTATTAAT TTATGGCGCG AGTAGCCGTG

CTTIGSTCCA ITTOGTSGCOG CASATAATTA AATACCGCGC TCETCG3CAC:

N4

-TG\'PARFSGSGSGTD_F
CARCTIGGGT COOGECECST TTTASCAGCT CIGGATCCGG CACGGATTTT
GTIBATCCCA GG3TC3CGCA AAATCGCCGA GACCTAGSCC GTSCCTAAAA
vk3
Bbsl

T L T I 8 S L EPE DVF AV Y Y C
ACCCT3ACCA TTARGCAGCCT GCAACCTGAA GACTTITGOGG TGTATTATIG
TGEGACTEST AATCGTCGGA CCTTGIACTT CTGAAACGCC ACATAATRAC

Vk3

MscI

- oy

- s oo - - - - - - - o

*Q QB YT TP PTVF G QG T E V E-

CCAGCAGCAT TATACCACCC CGCCGACCTT TGGCCAGSST ACGAAAITIC
CETCSTOSTA ATATIGTGSGS GCOSCTSOZRA ATCGSSTCOCTA TGCTTTCAAS
CL kappa

o e o w0 o0 By B a0 0 o s B e

Vk3

BeiWI

'I}ZRTVAAPSVFIFPPS

2RATTAARCG TACGRTCOCT GCTCCGASCE TSTTTATTIT TCCSCCGAGT
TTTARTTTGC ATGCCACCGA CGASBSCTCGT ACRAATARAA AGSCIIOTCG

€L kappa )

P BE QL K 3G TA S VV CL L K N
GATGRACAAC TGARAAGCC3 CACGGCGAGC GTGSTGTGLC TSCTGAACAA
CTACTTSTTG ACTTTITCGCC GT3CCGCTCS CACCACACSI ACGACTIGTT

CL kappa

2wt v O 2t s e s B g P o Bt e W 2 e o w0 ¢ 2w @0 2 %0

e o 0 o P > B e B e 2 o b s Gy S e 0 B

‘F':'PREAY‘.’QNK\.’DHALQ

CTTTTATCCG CGTGAAGCSA AAGTTCACTG GAAAGTASAC AACGOSCTID
GAFAATASSC GCACTTCGCT TTCAASTIAC CTTTCATCTE TTECGOGARTE

- . CL. kappa.. Cwr it g ueim e e o

~-----~......~-----...,----.---—-....~~----..~~..-—~-------.....-----

8 G W 8 ¢ B 8 V T E 90 S K op g

AARGCGSCAA CAGCCAGGAR AGCSTGACCS ARCAGSATAG CRAAGATACS

TTTCSCCITT STCESTCCTT TCSCACTG3C TTSTCCTATC GTTTCTATCG
CL kappa
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'Fig. 2 cont.

T Y S L 8§ 8T L TUL 8 KAUD ¥ E K-
ACCTATTCTC TGAGCAGCAC CCTGACCCTG AGCAAAGCGG ATTATGAAAA
TGGATAAGAG ACTCGTCGTG GIACTGGGAC TCGTTTCGCC TAATACTTTT

CL kappa

O ¢ w2 o e 8 W e 0 By O p 0 B0 0 B0 B . 0 B Gt 0 B o0 T 0y 20 O o v 2

o > " -~ - - - -~

-HKVYACEVTHQGLSSPV-

ACATARAAGTG TATGCITGCG ARGTGACCCA TCAAGGTCTG AGCAGCCCGGE

TGTATITCAC ATACECACGC TTCACIGGGT AGTTCCAGAC TCGTCGGGECC
CL kappa

o oy o= v -~ - v o -

- T K S8 F N R G E A

T3ACTAAARTC TITTARTCGT GGCGAGGCCT GATAAGCATG CSTAGGAGAA

ACTGATTTAG AAAATTAGCA CC3CTCCGGA CTATTCSTAC GCATCCTCTT
phoa :

M K @ §$ T I AL ALLU P L L F-
AATARBRATGA AACRAAGCAC TATTGCACTG GCACTCTTAC CGTTSCTCTT
TTATTTTACT TTSTTTCGTG ATAACGTGAC CGTGAGAATG GCAACGAGAA

'TP‘!T}.AQVQLVESGGGL'

CACCCCTGTT ACCAAAGCCG ARGTGCAATT GGTGGAAAGC GGCeECeECe

GTZGG3ACAA TGETTTCG3C TTCACGTTAA CCACCTTTCG cceeceecaa
VH3

-VQPGGSLRLSCAASGF

TGGTGCRACC GSGCGGCAGC CTGCGTCTEA GLTICHCEGC CTCCGRATTT

ACCACGTTGG CCCOCCGTCG GACICRGACT CGACGCGOCG GAGGCCTAAA
VH3

-

20 @ ar e " > B2 oo B o ot e > 0 B >

TFSSYAMSWVRQAPGKG-
ACCTTTAGCA GCTATGCGAT GASCTCGGGTSG CGCCAAGCCC CTGGSAAGSE
TGERAALTCGT CGATACGCTA CTCGACCCAC GCGGTTCGRS GACCCTTCCC

LEWVSAISGSGGSTYYA'
TCTCGAGTG3 GTGAGCGCGA TTAGCSGTASZ O3IZCGGCAGC ACCTATTATG
AGAUCTCACC CACTCGSCGCT AATCGCCATC 3CCGCCGTCS TGGATAATAC

- o

-DSVKGRFTISRDNS}:N

CGGATASCGY GAMAGSCCST TTTACCATTT CACGTGATAA TTCSAAAAAC

GCCTATCGCA CTTTCC3GCA AAARTSGTARZA GTGCACTATT AAGCTTTTTG
VH3

il et L ST T ST TR A Y M g ey - s wwm .

TLYLQMHSLRAEDTAVY-
ACCCTGTATC TGCAAATGRA CASSCTGCGT GCGGAAGATA CSEICGTETA
TGGGACATAZ ACGTTTACTT GTCGSACGCA CGCCTTCTAT GCCGGCACAT

VH3

 BSSHII . .
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e Fig. 2 cont.

'YCAP.WGG'DGFY.AMDYWG'
1101 TTATTGCGCEG CGTTIGCGCE GCGATGGCTT TTATGCGEATG GATTATTGGS .
AATAACSCGC GCAACCCOGC CGCTACCEAA AATACGCTAC CTAATAACCC
’ CH1

Q 6T L VvV TV 8 S A 8 TI K G P 8
1151 GCCAAGGCAC CCTGSTGACG GTTAGCTCAG CGTCGACCAA AGGTCCAAGC
CGSTTCCGTG GEACCACTGC CRATCGAGTC GCAGCTGGTT TCCAGSTTCG
' CH1

vV FPF PL A P.&8 & K S T S G G T 2a A -

1201 GTGTTTCCGC TSGCTCCGAG CAGCAAAAGC ACCAGCCGCG GCACGGCTGC
CACAAAGSGCG ACC3ASSECTC GTCGTTTTCG TGITOGCCGEC CGTICCSACE

L 6 C L VKD Y FP EPV TV S W-
1251 - CCTG3QCTIC CTCCTTAARG ATTATTITCCC GGAACCASTC ACCGTEARCT
GGSACCCGACG GACCAATTTC TAATAAAGGG CCTTGGTCAG TGGTACTCGA
CH1 .
* NS @6 AL T 8 GV H TP P AV L
1301 GGAACAGCGG GGCGCTGACC AGCGGC3TGC ATACCTTTCC G3CAGTICTG
CCTTGTCGCC CCBCGACTGS TCGCCSCACS TATGSARRGE CCSCCACSAC
CHl1

Q 8 s @@ L ¥SsS L § 8 V VTV P 8§ 8-
1351 CARRGCAGCG GCTTGTATAG CCTGAGCAGC GTTGTGACCG TGCCSAGCAG
GTTTCGTCSC CGGACATATC GGACTCGTCG CAACACTGGC ACGGCTCGTC
CH1

8 L 2 T Q T ¥ I CN ¥ N H K P S N-
1401 CAGCTTAGGC ACTCAGACCT ATATTTCCAA CSTGAACCAT AAACCGAGCA
GTCGAATCC3 TGASTCTGGA TATAAACGTT GCACTTGGTA TITGGCTCST

CH1 CTgIIl

- T KV D KK VEUPIK 8 EF @ 3 ¢

1451 ACACCAAAGT GGATARAARA GTEGAACCEA AAAGCUGAATT CG333CGAGGES

TGTSGTTTCA CCTATTTTTIT CACCTIGGCT TTTCGCTTAA GCCCOCTCCOC
CTgIII

§ 6 s 6 D D Y EVF¥ M AN A NE OG-
1501 AGCG3G3AICE GTEATTTTGA TTATGAAAAG ATG3CAAACGS CTAATAAGGS
TCGCCCTC3C CACTARARACT AATACTTTTC TACCGTTTGC GATTATTCCT
CTgIIX

N o 0 2 7 2 Bt o 2 O o g 0 P 0 0 W A P B B0 P2 NP O 0w G 0 ot 8 ot B B o e B e

15851 G3CTATGACC GAAAATGCCE ATGAAAACGC GCTACASTCT GANGCTALRG
CCGATACTGG CTITTACGSC TACTTTTSCG CGATITCASA CTGCGATTTC
CTgIIl

- EL b 8 V2 TDVY S A AI D3F
1601 GCARACTTGA TTCTGTCGET ACTSATTACG GTGCTGCTAT CGATGGTTTC

A B DB ML AL Do, BN LAl QS DAL K G
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Flg 2con
CGTTTGAACT RAGRCAGCGA TGACTAATGC CACGACGATA GCTACCARAG
CTgIII

0 0 e . e 0 B B0 U 0 e o s e 0 Dt . B S @8 Bt B AP P O P N g S O a0 o P o0 N 0 S e e

I 3 DV 866 L A NG N GAT G DF.-
. ATT33TGACG TTTCOG3CCT TGCTAATGGT AATGGTGCTA CTGGTSATIT

TAACCACTGC AAAGGCCGGA ACGATTACCR TTACCACCAT GACCACTAAA
. CTgIiI

A @ S N S QM AQV G6DG DN GSUP-

"‘v.sC‘I‘GGC"‘c’r AATTCCCAAAR TGSCTCAAGT CGATGACSST GATAATTCAC
ACGACCGAGA TTAAGIGTTT ACCGAGTTCA GCCACTGCCA CTATTAAGTG
CTgIIl
+ LM ¥ N FR QYL P S L P Q 8 V
CTTTAATGAA TAATTTCCST CRATATTTAC CTTCCCTCCC TCAATCGGTT
GAAATTACTT ATTAAAGGCA GTTATEAATE GAAGG3IAGCGG AGTTAGCCAA
CTgIII

- on o ~ oy —

ECP.PFV'FGAGZ-ZPYE?S_-I
@ARTSTISCC CTTTTGTCTT CGCTGGT ARACCATATG AATTTTCTAT
CTTACASC3G GRAAACAGAA ACCSCGACCA TTTSGTATAC TTAARAGATA

: CTgIIl

Db oD K I NUIL FRG V F A FL L Y-

TSATTGTGAC AAAATARACT TATTCCGTAG TGTCTTTSSG TTTCTTTTAT
ACTARCACTS TITTATTTGA ATARGGCACC ACARSARACSC AAAGARAAARTA
CTgIII .

VAT FM 7Y VF 8T P27 AN I L R

ATGTT3CCAC CTTTATGTAT GTATTTTCTA CGTTTGCTAA CATACTGCAT

TACAACIGTS GARATATATA CATAAAAGAT GCARACGATT GTATGACGCA
CTgIII

stop Terminador ipp

-~ - an -

- ar o wy av o

"N K B S

ARTARG3AST CTTIGATAAGC TTGACCTGTG AAGTGARARA TGICGCAGAT
TTATICCTCA GAACTATTCE AACTGUACAC TTCACTTTTIT ACCSCGTCTA
lpp terminator .

- W ooy oo

TGTGCSACAT TTTTTTIGTC TGTCITITAA TGAAATTGTA AACGTTAATA
ACACGCTGTA AAARAARCAG ACGS3CAAATT ACTTTAACAT TTGCAATTAT

Crigem f4

TTTT3TTAMA ATTCGCGTTA ARTTTTIGTT AAATCAGCTC ATTTTTTAAC
AARACARTTT TAAGCGTAAT TTAAAARCRA TTTAGTCGAS TALAAAATTS

Crrigem 1
CAATAG3CCG ARATCOGSCAA AATCCCTTAT AAATCAARAG AATASACCGA
GTTATCCGGEC TTTAGTCOGTT TTAGSGAATA TTTAITTTTC TTATCTSGCT

i Qe 11

- GATAGGCTTG -ACTETTGTTS CAGTTTGSAA- CAAGAGTCCA CTFTTAAA"“

CTATCCOCRAC TCACAACARG GTCARRCCTT GTTCICAIST GATRATTICT

Crigem §1
ACSTGIACTC CAACSTCAAR GSGCOAAAAA CCGTCTATCA GGGCGATGSC
TGCACCTTGAS GTTGCAGTTT CCCGCTTTTT GGCAGATAST CCCGCTACHG

S o e o e e e v o o e e v e e 0 0 0 0 s 0 e it o o e 0 0 20 0 e . e 0 2 20 2 e
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TTTTTGGGGET
ARAARCCCCA

CGAGGTGCCa

‘@CTCCACESC
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TAAAGCACTA
ATTTCGTGAT

Cirigem f1
BATC3GAACC CTAAAGGGAG
TTAGCCTTGG GATTTCCCTC

CCCCCGATTT
GGGGSCTAAR

AGAGCTTSAC
TCTCSAACTG

o o G (20 e 0 e Bt B Bt s oy 23 B O 2 B 2 B 2 o W P > B P N T TV T 0D > G 2 W B S P 0 20 S 3 B Wy

GGGGAAAGCC
CCCCTITTCSG

GCGEECGCTA

CGCCCGCGAT

CACACCCGCC
GBTETGGEC=G

Origiem 11
GBCGAACGTG GCGAGAAAGG
CC3CTTSCAC CECTCTTICC

Crigem f1
3FSGCCCTEGC AAGTGTAGCG
CCCGCGACCG TTCACATLCC

Origean 11

GCGCTTAATG CGCCECTACA
CGCGAATTAC GCGGCGATGT

AAGGGAAGAA
TTCCCTTCTT

GTCACGCTGC

CAGTGCGACG
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