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Descriere:
(Descrierea se publicii in redactia solicitantului)

Prezenta inventie este in domeniul medicinei. in mod special, prezenta inventie se referd
la anticorpi anti tau, compozitii cuprinzind astfel de anticorpi anti-tau, si metode de utilizare a
astfel de anticorpi anti tau pentru tratamentul bolilor neurodegenerative incluzand boala Alzheimer
(AD), Paralizia supranucleard progresivd (PSP), si Boala Pick (PD).

Tau este o proteind de legare a microtubulilor axonali care promoveaza asamblarea si
stabilitatea microtubulilor. AD si PSP sunt boli neurodegenerative caracterizate patologic prin
agregarea aberanta a tau. Mai specific, in AD si PSP, se crede cd tau hiperfosforilatd promoveaza
agregarea fibrilelor tau insolubile conducand la destabilizarea microtubulilor, si toxicitate
neuronald. Studiile pe culturi celulare si modele la murine au aritat cd agregatele de tau se
raspandesc peste jonctiunile sinapselor neuronale si sechestreazi tau monomericd (nativa sau ne-
agregatd), inducind formarca agregatelor de tau. Progresul neuroanatomic al agregirii si
acumulirii de tau in bolile neurodegenerative precum AD si PSP sugereaza cd agregarea fibrilelor
tau se propaga de-a lungul retelelor neuronale, in final conducand la destabilizarea microtubulilor
si in final 1a functie neuronald alteratd localizata.

Densitatea si localizarea neuroanatomicd a agregdrii tau se coreleazd puternic cu
simptomele neurologice din AD si PSP si cu progresul bolii. De exemplu, in AD, tau formeazi
ghemuri neurofibrilare intraneuronale (NFT), care tind si se dezvolte in secventd de la regiunile
transentorinale, pand la limbice, pana la neocorticale, si care se coreleazd cu severitatea dementei
si extinderea pierderii neuronale. In PSP, agregarea tau este observati in neuronii, astrocitele, i
oligodendrocitele din regiunile subcorticale i corticale, si s-a ardtat cd densitatea de tau agregata
se coreleaza cu severitatea pierderii neuronale.

Anticorpii anti tau sunt cunoscuti. De exemplu, Brevetul S U.A. nr. 8.926.974, si
Publicatiile internationale numercle WO02011/026031, W02012/049570, si WO02013/050567
divulgd anticorpi anti tau si utilizdri ale anticorpilor anti tau pentru tratamentul bolilor
neurodegenerative cum ar fi AD. WO 2014/100600 descrie anticorpii specifici pentru tau umani si
utilizarea lor in compozitii de descriere farmaceutici si diagnostic.

WO 2014/059442 descrie anticorpi care recunosc specific tau ogligomericd dar nu se
leaga la tau monomeric3, tau fibrilard sau formele non-boala ale tau.

WO 2012/149365 descrie anticorpi selectivi pentru dimerii patologici ai tau si utilizarea
lor in tratamentul, diagnosticul si monitorizarea taupatiilor.

D.L. Castillo-Carranza et al, ,Passive Immunization with Tau Oligomer Monoclonal
Antibody Reverses Tauopathy Phenotypes without Affecting Hyperphosphorylated Neurofibrillary
Tangles”, Vol. 34, nr.12, 19 martic 2014, paginile 4260-4272 descric imunizarea pasiva cu
anticorpul monoclonal anti Tau oligomerici. Aceasta discutd rolul oligomerelor tau in progresul
bolii si validarea oligomerelor tau ca tinti pentru tratamentul bolii Alzheimer.

Totusi, pAnd in prezent nici un anticorp care tinteste tau nu a fost aprobat pentru utilizare
terapeutica si nu existd In prezent terapii aprobate de modificare a bolii pentru AD sau PSP. Astfel,
rAimane o necesitate pentru anticorpi alternativi anti tau. In particular, rimane o necesitate pentru
anticorpi alternativi anti tau care se leagd specific la agregatele de tau si care reduc propagarca
formdrii agregatelor de tau, formarea de NFT si pierderea neuronald. Astfel de anticorpi anti tau
preferabil posedd de asemenca proprictiti fizico-chimice bune pentru a facilita dezvoltarea,
fabricarea, si/sau formularea.

Prezenta inventic furnizeaza un anticorp monoclonal care se leagd la tau umana si care
cuprinde o regiune variabild a lantului usor (LCVR) si o regiune variabild a lantului greu (HCVR),
in care LCVR cuprinde regiunile determinante de complementaritate (regiunile CDR) LCDRI,
LCDR2 si LCDR3 si HCVR cuprinde regiunile CDR HCDRI1, HCDR2 si HCDR3. in
conformitate cu realizirile particulare din prezenta inventie secventa de aminoacizi a LCDRI este
datd de SEQ ID NO.3, secventa de aminoacizi a LCDR2 este dati de SEQ ID NO .4, secventa de
aminoacizi a LCDR3 este datd de SEQ ID NO.5, secventa de aminoacizi a HCDRI1 este data de
SEQ ID NO.6, secventa de aminoacizi a HCDR2 este datd de SEQ ID NO.7, si secventa de
aminoacizi a HCDR3 este dati de SEQ ID NO.8.

in conformitate cu un prim aspect, prezenta inventie furnizeazi un anticorp monoclonal
care se leagd la tau umand, cuprinzand o LCVR si o HCVR, in care secventa de aminoacizi a
LCVR este datid de SEQ ID NO.9 si secventa de aminoacizi a HCVR este datd de SEQ ID nr. 10.
Intr-o realizare suplimentard, prezenta inventie furnizeazi un anticorp monoclonal care se leaga la
tau umand, cuprinzand un lant usor (LC) si un lant greu (HC), in care secventa de aminoacizi a LC
este datd de SEQ ID NO.1 si secventa de aminoacizi a HC este datd de SEQ ID NO.2.
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Prezenta inventie furnizeazi un anticorp monoclonal care se leagd la tau umani. Intr-o
realizare, prezenta inventic furnizeazd un anticorp monoclonal care se leagd la un epitop
conformational al tau umane. Intr-o realizare particulard, epitopul conformational al tau umane
include resturile de aminoacizi 7-9 i 312-322 ale tau umane, in care secventa de aminoacizi a tau
umand este dati de SEQ ID NO.13.

Prezenta inventic mai furnizeazi compozitii farmaceutice cuprinzind un anticorp
monoclonal din prezenta inventie si unul sau mai multi purtatori, diluanti sau excipienti acceptabili
farmaceutic. Suplimentar, prezenta inventie furnizeaza o metoda de tratare a AD, PSP, sau PD
cuprinzand administrarea la un pacient care are nevoie de aceasta a unei compozitii farmaceutice
din prezenta inventie.

in plus, prezenta inventie furnizeazi o metodi de tratare a bolilor neurodegenerative. Mai
exact, prezenta inventic furnizeazi o metodd de tratare a AD, PSP, sau PD cuprinzind
administrarea la un pacient care are nevoic de aceasta a unei cantitdti eficiente dintr-un anticorp
monoclonal din prezenta inventie.

Prezenta inventie furnizeazi de asemenea anticorpul monoclonal din prezenta inventie
pentru utilizare in terapie. Mai exact, prezenta inventie furnizeazd de asemenea anticorpul
monoclonal din prezenta inventie pentru utilizare in tratamentul AD, PSP, sau PD.

Intr-o realizare, prezenta inventiec furnizeazad utilizarea anticorpului monoclonal din
prezenta inventie in fabricarea unui medicament pentru tratamentul AD, PSP, sau PD.

Prezenta inventie se referd de asemenca la molecule de acid nucleic si vectori de expresie
care codifici anticorpul monoclonal din prezenta inventie. Intr-o realizare, prezenta inventic
furnizeazi o moleculd de ADN cuprinzind o secventd polinucleotidici care codificd o polipeptida
avand secventa de aminoacizi din SEQ ID NO.1, si cuprinzind o secventd polinucleotidicd care
codifici o polipeptidi avand secventa de aminoacizi din SEQ ID NO.2. Intr-o realizare particular3,
secventa polinucleotidica care codificd o polipeptidd avand secventa de aminoacizi din SEQ ID
NO.1 este datd de SEQ ID NO.11 si secventa polinucleotidica care codificd o polipeptidd avand
secventa de aminoacizi din SEQ ID NO.2 este datd de SEQ ID NO.12.

in conformitate cu un alt aspect din prezenta inventie, este furnizati o celuld de mamifer
cuprinzand molecula de ADN din prezenta inventic in care celula este capabild si exprime un
anticorp monoclonal cuprinzind un lant usor avand o secventd de aminoacizi din SEQ ID NO: 1 si
un lant greu avand o secventd de aminoacizi din SEQ ID NO: 2.

Suplimentar, prezenta inventic furnizeazd un anticorp monoclonal preparat in
conformitate cu un procedeu, in care procedeul mentionat cuprinde cultivarea unei celule gazda
cuprinzand o secventd polinucleotidica care codificd o polipeptidd avand secventa de aminoacizi
din SEQ ID NO.1 si o secventd polinucleotidicd care codificd o polipeptidd avand secventa de
aminoacizi din SEQ ID NO.2, in astfel de conditii Incit anticorpul monoclonal s fie exprimat, si
recuperarea din celula gazdi mentionatd a unui anticorp monoclonal cuprinzind un LC si un HC,
in care secventa de aminoacizi a LC este datd de SEQ ID NO.1 si secventa de aminoacizi a HC
este datd de SEQ ID NO.2.

in conformitate cu un alt aspect din prezenta inventie, este furnizati compozitia
farmaceutici cuprinzind un anticorp monoclonal in conformitate cu prezenta inventie si unul sau
mai multi purtitori, diluanti sau excipienti acceptabili farmaceutic.

in conformitate cu un alt aspect din prezenta inventie, este furnizat un anticorp
monoclonal in conformitate cu prezenta inventie pentru utilizare in terapie.

Preferabil, anticorpul monoclonal din prezenta inventie este pentru utilizare in
tratamentul unei boli selectate dintre boala Alzheimer, Paralizia supranucleard progresiva si Boala
Pick.

Asa cum s-a utilizat in acest document, un ,,anticorp” este 0 molecula de imunoglobulini
cuprinzand 2 HC si 2 LC interconectate prin legituri de disulfurd. Portiunca amino terminald a
fiecarui LC si HC include o regiune variabila de aproximativ 100-120 aminoacizi responsabild in
primul rind pentru recunoasterea antigenului prin intermediul regiunilor CDR continute in aceasta.
Regiunile CDR sunt intercalate cu regiuni care sunt mai conservate, denumite regiuni cadru
(,,FR”). Fiecare LCVR si HCVR este compusd din 3 regiuni CDR si 4 FR, dispuse de la amino-
terminal la carboxi-terminal in urmatoarea ordine: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.
Cele 3 regiuni CDR ale LC sunt mentionate ca ,LCDRI1, LCDR2, si LCDR3”, si cele 3 regiuni
CDR ale HC sunt mentionate ca ,,HCDR1, HCDR2, si HCDR3”. Regiunile CDR contin
majoritatea resturilor care formeaz3d interactiuni specifice cu antigenul. Abilitatea functionald a
unui anticorp de a lega un antigen particular este larg influentatd de cele sase regiuni CDR.
Atribuirea aminoacizilor la domeniile CDR din regiunile LCVR si HCVR ale anticorpilor din
prezenta inventie este bazatd pe bine cunoscuta conventie de numerotare Kabat (Kabat, et al., Ann.
NY Acad. Sci. 190:382-93 (1971); Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
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editia a cincea, U.S. Department of Health and Human Services, NIH Publication nr. 91-3242
(1991)), si conventia de numerotare North (North et al., A New Clustering of Antibody CDR Loop
Conformations, Journal of Molecular Biology, 406:228-256 (2011)).

LC sunt clasificate drept kappa sau lambda, care sunt fiecare caracterizate printr-o
particulard regiune constanti asa cum se cunoaste in domeniu. Anticorpii monoclonali din prezenta
inventie includ LC kappa. HC sunt clasificate ca gama, mu, alfa, delta, sau epsilon, si definesc
izotipul unui anticorp ca IgG, IgM, IgA, IgD, sau IgE, in mod respectiv. Anticorpii monoclonali
din prezenta inventie includ HC de IgG. Anticorpii IgG pot fi divizati suplimentar in subclase, de
exemplu, IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4. Intr-o realizare particulard, anticorpii monoclonali din prezenta
inventic sunt IgG4. Portiuncea carboxi-terminald a fiecdrui HC defineste o regiune constantd
responsabild in primul rind pentru functia efectoare. Intr-o realizare particulari, anticorpii
monoclonali din prezenta inventie au una sau mai multe modificiri in regiunca constanti a fiecdrui
HC care reduc functia efectoare. Intr-o realizare mai particulard, anticorpii monoclonali din
prezenta inventie sunt IgG4 si au modificiri in regiunea constanti a ambelor HC care reduc functia
efectoare incluzdnd aminoacidul alanini la ambele resturi 230 si 231 (numerotare a resturilor
bazati pe HC exemplificat din SEQ ID NO.2). Intr-o realizare si mai particulari, anticorpii
monoclonali din prezenta inventie sunt IgG4 si au modificiri in regiunca constanti a ambelor HC
care reduc functia efectoare incluzind aminoacidul alanini la ambele resturi 230 si 231 si au
modificdri suplimentare in regiunea constantd a ambelor HC promovand stabilitate incluzand
aminoacidul prolind la restul 224 si deletia aminoacidului lizind la restul 443 (numerotare a
resturilor bazati pe HC exemplificat din SEQ ID NO.2).

Anticorpii din prezenta inventic sunt anticorpi monoclonali (,mAb”). mAb pentru
prezenta inventie sunt mAb completi continind 2 HC si 2 LC. Asa cum s-a mentionat in acest
document, mAb sunt anticorpi derivati dintr-o singurd copie sau cloni incluzind, de exemplu,
orice clond eucariotd, procariotd sau bacteriofagd, si nu metoda prin care este produsi. Anticorpii
monoclonali pot fi produsi, de exemplu, prin tehnologiile hibridomului, tehnologiile recombinante,
tehnologiile de afisare pe bacteriofagi, tehnologiile sintetice, de exemplu, grefarca CDR, sau
combinatiile unor astfel de tehnologii sau altele cunoscute in domeniu.

Metodele de producere si purificare a anticorpilor sunt bine cunoscute in domeniu si pot
fi gasite, de exemplu, in Harlow si Lane (1988), Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring harbor, N.Y., capitolele 5-8 si 15, ISBN 0-87969-314-2. De
exemplu, pot fi imunizati soareci cu filamente elicoidale pereche (,PHF”) de tau umand din tesutul
cerebral al pacientilor caracterizati ca avand AD (Jicha et al., J. Neurosci. Res., 15:48(2), 128-132
(April, 1997)), si anticorpii rezultati pot fi recuperati, purificati, si determinate secventele de
aminoacizi utilizind metode conventionale bine cunoscut in domeniu. Anticorpii monoclonali din
prezenta inventie sunt proiectati sd contind una sau mai multe regiuni cadru umane inconjurand
regiunile CDR derivate de la un anticorp non-uman. Secventele liniei germinative de cadru uman
pot fi obtinute de la ImMunoGeneTics (INGT) prin website-ul lor, http://imgt.cines.fr, sau
din Immunoglobulin FactsBook de Marie-Paule Lefranc si Gerard Lefranc, Academic Press, 2001,
ISBN 012441351, In conformitate cu realizdrile particulare din prezenta inventie, regiunile
particulare ale liniei germinative de cadru al HC si cadru al LC pentru utilizare in anticorpii
monoclonali din prezenta inventic includ 5-51 si A27, in mod respectiv.

In anumite realiziri din prezenta inventie, anticorpul, sau acidul nucleic care 1l codifica,
este furnizat in form3 izolatd. Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,.izolatd” se referd
la o proteind, peptidd, sau acid nucleic care este lipsit sau substantial lipsit de alte specii
macromoleculare gasite Intr-un mediu celular.

Anticorpii monoclonali din prezenta inventie pot fi preparati si purificati utilizind
metode cunoscute. De exemplu, secventele de ADNc care codificd un HC (de exemplu secventa de
aminoacizi datd prin SEQ ID NO.2) si un LC (de exemplu, secventa de aminoacizi datd prin SEQ
ID NO.1) pot fi clonate si obtinute prin inginerie intr-un vector de expresie de GS (glutamini
sintetazd). Vectorul de expresic a imunoglobulinei obtinute prin inginerie poate fi apoi transfectat
stabil in celule CHO. Dupi cum va aprecia o persoand calificatid in domeniu, expresia la mamifere
a anticorpilor va conduce la glicozilare, de obicei la situsuri de N-glicozilare inalt conservate in
regiunca Fc. Clonele stabile pot fi verificate pentru expresia unui anticorp de legare specifici la
agregatele de tau. Clonele pozitive pot fi expandate in mediu de culturd fara ser pentru productia
anticorpilor in bioreactoare. Mediul, in care a fost secretat un anticorp, poate fi purificat prin
tehnici conventionale. De exemplu, mediul poate fi aplicat convenabil 1a o coloand cu Proteind A
sau G Sefarozd FF care a fost echilibratd cu un tampon compatibil, cum ar fi solutie salini
tamponatd cu fosfat. Coloana este spalatd pentru a indepirta componentele de legare ne-specifica.
Anticorpul legat este cluat, de exemplu, prin gradient de pH si sunt detectate fractiunile de
anticorp, cum ar fi prin SDS-PAGE, si apoi reunite. Anticorpul poate fi concentrat si/sau filtrat
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steril utilizind tehnici comune. Agregatul solubil si multimerii pot fi indepartati eficient prin
tehnici comune, incluzand excluderea dupa dimensiune, interactiunea hidrofobd, schimbarea de
ioni, sau cromatografia cu hidroxiapatitd. Produsul poate fi congelat imediat, de exemplu la
-70°C, sau poate fi liofilizat.

Anticorpii monoclonali din prezenta inventie pot fi utilizati in tratamentul pacientilor.
Mai exact anticorpii din prezenta inventic sunt de asteptat si trateze o clasd de tulburdri
neurodegenerative, denumite tauopatii, care includ AD, PSP, si PD. Desi anticorpii monoclonali
din prezenta inventie sunt de asteptat s fie utili in tratamentul AD, PSP, si PD, astfel de anticorpi
pot fi utili de asemenea in tratamentul altor tauopatii, incluzand encefalopatia traumatici cronica.
Asa cum s-au utilizat interschimbabil in acest document, ,tratament” si/sau ,tratarea” si/sau
Ltrateazd” sunt intentionati pentru a se referi la toate procedeele in care poate exista o Incetinire,
intrerupere, arestare, controlare, oprire, sau inversare a progresului tulburdrilor descrise in acest
document, dar nu indicd In mod necesar o eliminare totald a tuturor simptomelor tulburirilor.
Tratamentul include administrarea unui anticorp din prezenta inventie pentru tratamentul unei boli
sau afectiuni la un om care ar beneficia de o reducere a propagdrii a cel putin uneia dintre formarea
agregatelor de tau, formareca de NFT si pierderea neuronald, si include: (a) inhibarea progresului
suplimentar al bolii, adicd, oprirea dezvoltirii sale; si (b) potolirea bolii, adicd, determinarca
regresiei bolii sau tulburdrii sau atenuarea simptomelor sau a complicatiilor acesteia.

Asa cum s-a utilizat interschimbabil in acest document, termenul ,,pacient”, ,,subiect”, si
,individ”, se referd la un om. In anumite realiziri, pacientul este caracterizat in plus cu o boala,
tulburare, sau afectiune (de exemplu, o tulburare neurodegenerativd) care ar beneficia de o
reducere a propagirii a cel putin uncia dintre formarea agregatelor de tau, formarea de NFT, si
pierderea neuronald. Intr-o alti realizare, pacientul este caracterizat in plus ca fiind la risc de a
dezvolta o tulburare neurodegenerativd, boald, sau afectiune care ar beneficia de o reducere a
propagdrii a cel putin uneia dintre formarea agregatelor de tau, formarea de NFT, si pierderea
neuronala.

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,,leagi (sau s¢ leagi la)” tau se referd la
0 interactiune a unui anticorp cu un e¢pitop al agregatului de tau umani. Mai preferabil, epitopul
este un epitop conformational de tau umani. intr-o realizare particulard, termenul .leagi (sau se
leagd la)” tau sc referd la o interactiune cu un epitop conformational incluzind resturile de
aminoacizi 7-9 si 312-322 ale agregatului de tau umani (numerotare a resturilor bazatd pe tau
umand exemplificatd din SEQ ID NO.13). Trebuie si se inteleagd ca existd variatii cunoscute ale
proteinei tau umane, de exemplu care rezultd din variantele de alipire. Astfel de variatii cunoscute,
totusi, posedd epitopul conformational incluzind resturile de aminoacizi 7-9 si 312-322 din SEQ
ID NO.13. Variantele cunoscute, totusi, pot conduce la numerotare a resturilor modificatd pentru
resturile de aminoacizi 7-9 si 312-322 din SEQ ID NO.13. Desi numerotarea resturilor poate fi
modificatd la unele variante, aminoacizii cuprinzind epitopul rdmén aceiasi. Termenul ,.epitop”
asa cum s-a utilizat in acest document se referd la situsuri discrete, tri-dimensionale ale unui
antigen care sunt recunoscute de anticorpii monoclonali din prezenta inventie.

Un anticorp monoclonal din prezenta inventic poate fi incorporat intr-o compozitic
farmaceuticd care poate fi preparatd prin metode bine cunoscute in domeniu §i cuprinde un
anticorp monoclonal din prezenta inventie si unul sau mai multi purtitori acceptabili farmaceutic
si/sau diluanti (de exemplu, Remington, The Science and Practice of Pharmacy, editia a 2-a, Loyd
V., Ed., Pharmaceutical Press, 2012, care furnizeazd un compendiu cu tehnicile de formulare care
sunt cunoscute in general practicienilor). Purtitorii adecvati pentru compozitii farmaceutice includ
orice material care, atunci cind este combinat cu anticorpul monoclonal din prezenta inventie,
pastreaza activitatea moleculei si este ne-reactiv cu sistemul imunitar al pacientului.

O compozitic farmaceutici cuprinzand un anticorp monoclonal din prezenta inventie
poate fi administratd la un pacient care riscd, sau care prezintd, bolile sau tulburirile descrise in
acest document pe cdi parenterale (de exemplu, subcutanat, intravenos, intraperitoneal,
intramuscular, sau transdermal). O compozitic farmace-utici din prezenta inventic contine o
cantitate ,.eficientd” sau ,.eficientd terapeutic”, asa cum s-a utilizat interschimbabil in acest
document, dintr-un anticorp monoclonal al prezentei inventii. O cantitate eficienta se referd la o
cantitate necesard (la dozajele si pentru perioadele de timp si pentru mijloacele de administrare)
pentru a obtine rezultatul terapeutic dorit. O cantitate eficientd de anticorp monoclonal poate varia
in conformitate cu factori cum ar fi starea de boald, varsta, sexul, si greutatea individului, si
abilitatea anticorpului monoclonal de a declansa un rdspuns dorit la individ. O cantitate eficientad
este de asemenea una in care orice efecte toxice sau daunitoare ale anticorpului monoclonal din
prezenta inventie sunt depasite de efectele benefice terapeutic.
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Anticorpul anti tau obtinut prin inginerie

Au fost intilnite probleme semnificative asociate cu stabilitatea chimicd si fizicd la
construirea unui anticorp monoclonal anti tau din prezenta inventie. Problemele intalnite au inclus
afinitatea de legare redusd, imunogenitatea, agregarea, dimerizareca HC, precum si deamidarea
regiunii variabile, oxidarea, izomerizarea si plierea defectuoasa.

De exemplu, anticorpul IgGl murin MC-1 (,MC-17)( Albert Einstein College of
Medicine, Jicha et al., 1997), care recunoaste un epitop conformational al proteinei tau la resturile
de aminoacizi 7-9 si 312-322 (numerotare a resturilor bazatd pe proteina tau umand exemplificati
avand secventa de aminoacizi din SEQ ID NO.13), a fost initial umanizat prin proiectarca celor
trei regiuni CDR ale HC murin de MC-1 in multiple gene de linie germinativa ale cadrului HC
uman si a celor trei regiuni CDR ale LC murin de MC-1 in multiple gene de linic germinativa ale
cadrului LC uman. Constructiile umanizate ale MC-1 au utilizat 96 de combinatii diferite de cadre
ale lantului greu si usor, reprezentind fiecare din cele doudsprezece familii de linie germinativa ale
cadrului de HC (cadre de HC uman specifice: 1-24, 1-46, 1-69, 2-05, 3-15, 3-23, 3-53, 3-72, 4-04,
4-39, 5-51, si 6-01) si fiecare din cele opt familii de linie germinativa ale LC (cadre de LC uman
specifice: A-26, A-27, B-2, B-3, L-2, L-12, O11, si O-2). Genele de linie germinativa ale cadrelor
respective au fost clonate in vectorii de expresie ai lantului greu si usor de IgG4 umani si
transfectate in celulele HEK293 pentru expresie si analiza legirii prin ELISA. Desi mai multe
perechi de cadre au demonstrat un nivel de legare la tau umand in ELISA, constructiile de anticorp
rezultate au afisat o multime de probleme incluzind afinitatea slabd de legare, agregarea,
dimerizarea HC, si probleme de stabilitate chimicd cum ar fi deamidare, oxidare, si izomerizare in
regiunile variabile.

Modificdrile au fost prin urmare proiectate sa dezvolte anticorpi anti tau care si posede
afinitate de legare imbunitititd, dimerizare a HC eliminatd sau redusd, imunogenitate redusd, si
stabilitate chimica si fizicd imbunatititd. Modificdrile de aminoacizi (fatd de MC-1, Jicha et al,,
1997) au fost proiectate in HCDR2 si HCDR3, si LCDR1, LCDR2, si LCDR3. Anticorpul murin
modificat a fost umanizat prin proiectarea celor trei regiuni CDR de HC in multiple gene de linie
germinativa ale cadrului de HC uman si a celor trei regiuni CDR de LC in multiple gene de linie
germinativa ale cadrului de LC uman in mod esential cum s-a descris mai sus. Suplimentar, au fost
efectuate studii extensive ale stabilititii proteinei si au fost evaluati anticorpii monoclonali obtinuti
prin inginerie pentru proprietdtile de expresie si termostabilitate precum si proprietitile afinitatii de
legare. Un anticorp monoclonal continind sapte mutatii ale CDR (pozitia aminoacidului este
bazatd pe numerotarea liniard a resturilor de aminoacizi a unui anticorp exemplificat din prezenta
inventie reflectatd in Tabelul 1: HCDR2 la N61E si E62K; HCDR3 la P103V si Y105D; LCDR1
la G34Q; LCDR2 1a S57D; si LCDR3 1la H98L) a fost identificat ca imbunétitind afinitatea de
legare, stabilitatea chimicd si fizicd, si imunogenitatea pentru anticorpii monoclonali din prezenta
inventie (fatd de MC-1, Jicha et al., 1997). Nici una dintre modificdrile de mai sus nu a fost
identificatd in caracterizarile MC-1 sau constructiile anticorpului MC-1 umanizat.

Un anticorp monoclonal anti tau obtinut prin inginerie exemplificat din prezenta inventie
este prezentat In Tabelul 1. Anticorpul monoclonal al tau obtinut prin ingineric exemplificat
include cadrul de HC uman 5-51 si cadrul de LC uman A27. Relatia diferitelor regiuni ale
anticorpului monoclonal anti tau obtinut prin inginerie exemplificat este dupd cum urmeazi
(numerotarca aminoacizilor aplicd numerotarea liniard; alocarea aminoacizilor la domenii variabile
este pe baza International Immunogenetics Information System® disponibil la www.imgt.org;
alocarea aminoacizilor la domeniile CDR este pe baza bine cunoscutei conventii de numerotare
North, cu exceptia HCDR2 care este pe baza bine cunoscutei conventii de numerotare Kabat):

Tabelul 1: Regiunile aminoacizilor unui anticorp monoclonal anti tau obtinut prin inginerie
exemplificat din prezenta inventie.

SEQ ID NO:2 SEQIDNO: 1

Regiune Pozitii Regiune Pozitii

HCVR LCVR

FRH1 1-22 FRL1 1-23

HCDRI1 23-35 LCDRI1 24-39

FRH2 36-49 FRL2 40-53

HCDR2 50-66 LCDR2 54-61

FRH3 67-96 FRL3 62-93

HCDR3 97-105 LCDR3 94-102
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SEQ ID NO:2 SEQIDNO: 1
Regiune Pozitii Regiune Pozitii
FRH4 106-116 FRL4 103-112
Constanta CH 117-442 Constanta CL 113-219
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Urmitoarele Exemple si teste demonstreazd ci anticorpii monoclonali din prezenta
inventie sunt utili pentru tratarea tulburarilor neurodegenerative asociate cu propagarea agregatelor
de tau cum ar fi AD, PSP, sau PD. Ar trebui sd se inteleagd totusi, cd Exemplele urmitoare sunt
stabilite cu scop de ilustrare si nu de limitare, si ¢a pot fi ficute diferite modificiri de citre cineva
cu calificare obisnuiti in domeniu.

Exemple

Expresia anticorpului anti tau obtinut prin inginerie

Anticorpii monoclonali anti tau obtinuti prin inginerie din prezenta inventie pot fi
exprimati §i purificati in mod esential dupd cum urmeazd. Un vector de expresie de glutamind
sintetazd (GS) continind secventa de ADN din SEQ ID NO.11 (care codificd secventa de
aminoacizi a LC din SEQ ID NO.1) si secventa de ADN din SEQ ID NO.12 (care codificd
secventa de aminoacizi a HC din SEQ ID NO.2) este utilizat pentru a transfecta o linie celulard
ovariand de Hamster chinezesc (CHO) prin clectroporatic. Vectorul de expresie codificd un
promotor al SV Early (Virus Simian 40E) si gena pentru GS. Expresia de GS permite sinteza
biochimicd de glutamind, un aminoacid necesar celulelor CHO. Dupi-transfectare, celulele suferad
o selectiec brutd cu 50uM L-metionind sulfoximind (MSX). Inhibarea GS cu MSX este utilizata
pentru a creste stringenta selectiei. Celulele cu integrarea ADNc al vectorului de expresie in
regiunile active transcriptional ale genomului celulei gazda pot fi selectate fata de celulele CHO de
tip salbatic, care exprimd un nivel endogen de GS. Reuniunile transfectate sunt placate la densitate
mici pentru a permite o crestere aproape de clonal a celulelor care exprimd stabil. Godeuri
principale sunt evaluate pentru expresia anticorpului si apoi scalate in culturi fard ser, de suspensie
pentru a fi utilizate pentru productie. Mediul clarificat, in care anticorpul a fost secretat, este
aplicat la o coloand de afinitate cu Proteind A care a fost echilibrati cu un tampon compatibil, cam
ar fi solutic salind tamponatd cu fosfat (pH 7.4). Coloana este spilatd cu 1M NaCl pentru a
indepdrta componentele de legare ne-specificd. Anticorpul monoclonal legat la tau este eluat, de
exemplu, cu citrat de sodiu la pH (aprox.) 3,5 si fractiunile sunt neutralizate cu 1M Tampon Tris.
Fractiunile de anticorp monoclonal anti tau sunt detectate, cum ar fi prin SDS-PAGE sau
excluderea analiticd dupa dimensiune, si apoi sunt reunite. Agregatul solubil si multimerii pot fi
indepdrtati eficient prin tehnici comune, incluzind excluderea dupd dimensiune, interactiunea
hidrofobd, schimbul de ioni, sau cromatografia cu hidroxiapatitd. Anticorpul monoclonal anti tau
din prezenta inventie este concentrat si/sau filtrat steril utilizind tehnici comune. Puritatea
anticorpului monoclonal anti tau dupd aceste etape de cromatografic este mai mare de 95%.
Anticorpul monoclonal anti tau din prezenta inventic poate fi congelat imediat la -70°C sau
depozitat la 4°C timp de cateva luni.

Cinetica si afinitatea legirii

Testarca Rezonantei plasmonice de suprafatd (SPR), misurati cu un instrument
BIACORE® 2000 (amorsat cu tampon de rulare HBS-EP+ (GE Healthcare, 10 mM Hepes pH7,4
+ 150 mM NaCl + 3 mM EDTA + 0,05% surfactant P20) la 25°C), este utilizatd pentru a misura
legarea anticorpului monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1 atit la tau umanid
monomerici (de exemplu, nativd sau ne-agregat) cat si la agregatele de tau umana (ambele avand
secventa de aminoacizi cum s-a stabilit in SEQ ID NO:13). Legarea constructului de anticorp MC-
1 umanizat (avand combinatia de cadru: 5-51 lant greu, A27 lant usor) la tau umana monomerica i
agregatul de tau umand este mdsurata in aceeasi manierd.

Cu exceptia celor notate, toti reactivii si materialele sunt de 1la BIACORE® AB (Upsala,
Suedia). Un cip CM5 continind proteind A imobilizatd (generat utilizind cuplarea standard cu
aminid NHS-EDC) pe toate cele patru celule de flux (FC) este utilizat pentru a folosi o metodologie
de captare. Mostrele de anticorp sunt preparate 1a 0,5ug/mL prin dilutie in tampon de rulare. Tau
monomerica si tau fibrilard sunt preparate la concentratii de 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5,
31,25, 15,63, 7,82, 3,91, 1,95, si 0 (gol) nM prin dilutiec in tampon de rulare. Fiecare ciclu de
analizd consti din: (1) capturarea mostrelor de anticorpi pe celule separate de flux (FC2, FC3, si
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FC4); (2) injectarea a 250uL (300 sec) din fie tau monomeric fie agregat fibrilar de tau peste FC
respectiva la o ratd de 50 pL/min; (3) revenirea la fluxul de tampon timp de 20 de minute pentru a
monitoriza faza de disociere; (4) regenerarea suprafetelor cipurilor cu o injectie de 25 uL (30 sec)
de glicind, pHL,5; (5) echilibrarea suprafetelor cipurilor cu o injectie de 50 uL (60 sec) de HBS-
EP+.

Datele legdrii la agregatul de tau sunt procesate utilizind dubli-referintd standard si
adaptate la un model de legare de 1:1 utilizand software-ul Biacore 2000 Evaluation, versiunea
4.1, pentru a determina rata de asociere (ko,, M's™ unitiiti), rata de disociere (kog, s unititi), si
Rinax (RU unititi). Constanta de disociere 1a echilibru (Kp) a fost calculatd din relatia Kp = Kofi/kon,
si este in unitdfi molare. Datele legirii la tau monomericd nu pot fi determinate cu precizie prin
SPR cum s-a descris mai sus din cauza ratelor rapide de asociere si disociere. Prin urmare,
Kp pentru legarea la tau monomerici este obtinutd prin utilizarea unui model de adaptare a legarii
la starca stabild din reprezentarea graficd a concentratiei de antigen versus unitatea de rispuns.
Datele de legare care rezultd sunt furnizate in Tabelul 2.

Tabelul 2: SPR legare date 1a both uman monomeric si agrega taw.

Kon (M-IS-1
unitati)

Kotr (M s
unitati)

Kp*
(nM)

mAb anti tau exemplificat din Exemplul
1

Tau
monomerica

Nedetectabila

Nedetectabila

235

Agregat de tau

4,59¢4

<le-5

<0,22

Construct de Ab MC-1 umanizat

Tau
monomerica

Nedeterminati

Nedeterminati

550

Agregat de tau

5,75¢e4

1,02e-4

1,77

“Rezultatele Kp sunt considerate relative deoarece rezultatele nu sunt normalizate pentru influenta avidititii.
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Rezultatele furnizate in Tabelul 2 demonstreazd cd anticorpul monoclonal anti tau din
Exemplul 1 nu posedd o legare mdsurabild la tau monomerica astfel incit o valoare a afinitétii
poate fi determinatd cu precizie prin analizi Biacore (din cauza ratelor rapide de asociere si
disociere). Invers, rezultatele furnizate in Tabelul 2 demonstreazd ci anticorpul monoclonal anti
tau din Exemplul 1 poseda o afinitate imbunititita la agregatul de tau in comparatie cu constructul
anticorpului MC-1 umanizat.

Testul cu imunosorbent legat de enzimd (ELISA) este utilizat pentru a determina
afinitatea relativd de legare a anticorpului monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1 la
fibrilele agregatei tau din omogenatele de creier cu AD. Omogenatele de creier cu AD sunt
preparate din aprox. 80g de cortex din creierul pacientilor cu AD. Pe scurt, se adaugd tampon
(cocktail inhibitor de proteazi TBS/ImM PMSF/1X Complete® (Roche, p/n. 11 697 498 001) si
inhibitor de fosfatazd (ThermoFischer, p/n. 78428)) la tesutul cerebral cu AD la aproximativ
10ml/1g (tesut). Tesutul este omogenizat utilizind un Kinematica Polytron portabil la viteza 6-7.
Tesutul este apoi omogenizat suplimentar utilizand Parr Bomb (Parr Instrument, p/n. 4653) la
1500 psi de azot timp de 30 de minute. Omogenatul este centrifugat la 28.000g (rotor J14
Beckman) timp de 30 min la 4°C. Supernatantul este colectat, reunit si rulat pe o coloand de
protectic inaltd de 4 cm de Sepharose 400 Superflow pentru a indepdrta resturile mai mari, apoi
este rulat pe o coloand de 25 ml MC1-Affigel 10 la un debit de 50 - 60 ml per ord, pentru a purifica
fibrilele de tau cu legare la MC1. Pentru a maximiza recuperarea purificirii, supernatantii sunt
reciclati prin coloana cu MC-1 peste 18-20 ore la 4°C. Coloana de protectic este indepartatd si
coloana cu MC1 este spilatd cu TBS cu cel putin 40 de volume de coloand. Agregatele de tau
legate sunt apoi eluate cu 2 volume de coloand de 3M KSCN, colectand in fractiuni de aprox. 1 ml.
Concentratia de proteind din fiecare fractiune eluatd este verificatd prin testul Bradford in placi de
microtitrare. Fractiunile continAnd niveluri pozitive de proteind sunt reunite, concentrate pana la
aproximativ 2ml utilizand Centricon (Millipore Ultracel-30K) la 4°C, si dializate utilizind o caseta
Slide-A-Lyzer (10K MWCO 3-12ml, Pierce) peste noapte impotriva a 1 litru de TBS. Concentratia
de tau din fibrilele de tau purificate din omogenatul de creier cu AD este misurata prin ELISA tip
sandwich utilizind anticorpul de capturd DA-9 si anticorpul de detectic CP27.

Fibrilele de tau purificate (50ul) in PBS sunt acoperite pe godeurile plicilor cu 96 de
godeuri (Coastar, p/n. 3690) la o concentratie care corespunde cu 0,7 pg/ml de tau totald. Plicile
sunt incubate peste noapte la 4°C, apoi spilate de trei ori cu 150ul de PBST (PBS continand
0,05% Tween-20), blocate in 100pl BB3 (Immuno-Chemistry Technology, p/n. 643) la
temperatura camerei timp de cel putin 1 ord (uzual 2 ore). Dupa blocare, tamponul de blocare este
indepdrtat din godeuri. Anticorpul monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1 si un construct
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de anticorp MC-1 umanizat (avind combinatia de cadru: 5-51 lant greu, A27 lant usor) sunt diluati
in 0,25% tampon de cazeind pand la un stoc de 1000nM, apoi diluati serial de 23 de ori cu dilutii
de doud ori. 50ul de stoc si anticorp diluat serial (fie monoclonalul anti tau exemplificat din
Exemplul 1 fie constructul de anticorp MC-1 umanizat) se¢ adaugd la godeuri separate si se

5 incubeaza timp de 2 ore la temperatura camerei, dupa care placa este spdlati de patru ori cu 200pul
PBST per godeu. Se adaugd 50ul de anticorpi anti-IgG umani-HRP (diluati 1la 1:4000 in 0,25%
tampon de cazeind) si se incubeazid timp de 1 ord la temperatura camerei, dupd care placa este
spalatd cu 200ul PBST per godeu de 4 ori. Se adaugd 50ul de TMB/H202 si se incubeazd la
temperatura camerei timp de aproximativ 10 minute. Reactia este opritd addugand 50ul solutie de

10 oprire (2N H2SO04) si este mdsurat semnalul colorimetric la 450nm. Datele sunt introduse in
programul Prism 6 (GraphPad) si sunt generate valorile ECso utilizand o potrivire la curba de
regresie neliniard i raspunsul la doza sigmoidal. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 3.

Tabelul 3. Compararea ECsq din legarea la fibrilele de tau purificate din AD

Anticorpul testat EC s (pM)
mAb anti tau exemplificat din Exemplul 1 6,8
construct de Ab MC-1 umanizat 409,1

15

Asa cum s-a reflectat in Tabelul 3, anticorpul monoclonal anti tau exemplificat din
prezenta inventie demonstreaza o afinitate imbundtititd de 60 de ori (dupa cum s-a misurat prin
ECso) 1a fibrilele de tau purificate fatd de constructul de anticorp MC-1 umanizat.
Selectivitatea anticorpului monoclonal anti tau din Exemplul 1 pentru agregatele de tau
20 versus monomerul tau este determinatd prin ELISA directd. Urmind procedura ELISA in mod
substantial cum s-a prevdzut mai sus, tau recombinantd (rTau) este acoperitd pe plici cu 96 de
godeuri la o concentratic corespunzitoare fie unei concentratii ,ridicate” (1pg/mL) fie unei
concentratii ,,joase” (15ng/mL). Concentratia ridicata de rTau, atunci cind este acoperita pe plicile
cu micro-godeuri, agregd, simuland legarea la tau agregatd. Concentratia joasd de rTau, atunci
25 cand este acoperitd pe plicile cu micro-godeuri, simuleazi legarca la monomerul tau. Plicile,
acoperite cu concentratiile ridicate sau scazute de rTau, in mod respectiv, sunt expuse la anticorpul
monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1 si legarea anticorpului monoclonal anti tau
exemplificat la concentratiile respective de rTau este mdsuratd substantial cum s-a descris in
testele ELISA de mai sus. Rezultatele sunt furnizate in Tabelul 4.

30

Tabelul 4. Compararea ECsq din legarea la concentratie ..ridicatd” vs. . joasd” a 1Tau
Concentratia monomerului rTau ECso (pM)
LRidicatd” (1pg/mL) 6,0
,,Joasd” (15ng/mL) 722,77

Asa cum s-a reflectat in Tabelul 4, anticorpul monoclonal anti tau exemplificat din
Exemplul 1 demonstreazi o afinitate imbunitititd de 120 de ori (dupd cum s-a misurat prin ECso)
35 anti tau agregata fati de tau monomerica.

Studii ale angajamentului tintei ex vivo

Legarea anticorpului monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1 la tau agregati

40 derivatd din creier uman este determinatd prin colorarea imunohistochimici a sectiunilor de creier

fixate in formalind i inglobate in parafind (FFPE) obtinute de la: un individ ,,normal” (afisind

agregare minimd a tau); un pacient cu AD (afisdnd o agregare severd a tau si formare de NFT,

precum si patologie cu placd amiloidd); un pacient cu PD (afisind agregare severd a tau).

Colorarea este de asemenea efectuatad pe sectiuni de creier derivate de la un soarece de ,,control”

45 cu tipul silbatic care nu poseda tau umand pentru a determina nivelurile de colorare ne-specificd a
fundalului.

Sectiunile FFPE sunt de-parafinate si rchidratate. Apoi, este efectuatd recuperarca
antigenului (utilizind sistemul modulului Lab Vision PT, Thermo Scientific) asupra sectiunilor
care include incilzirea sectiunilor in tampon de citrat (Thermo Scientific, p/n. TA-250-PM1X)

50  timp de 20 de minute la 100°C apoi ricirea sectiunilor in dH20. Sectiunile sunt apoi expuse la
urmdtoarele sapte etape de incubare (la temp. camerei): (1) 10 min. in 0,03% H202; (2) 30 min. in
dilutie de 1:20 de ser normal de caprd (Vector Labs., p/n. S-1000) diluat in PBST; (3) 60 min. in
fie anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1 fie construct de anticorp MC-1
umanizat (avand combinatia de cadru: 5-51 lant greu, A27 lant usor) (atit anticorpul monoclonal
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anti tau exemplificat cit si constructul de anticorp MC-1 umanizat sunt normalizati pand la
Img/ml, apoi diluati in PBST la o dilutic de 1:4000 inainte de incubare cu sectiunile); (4) 30 min.
in anticorp de iepure anti-IgG4 umand (crescut impotriva regiunii Fc a anticorpului exemplificat)
la o concentratie de 1,1 pg/ml in PBST; (5) 30 min. in dilutiec de 1:200 de anticorp biotinilat de
5 caprd anti-IgG de iepure (Vector Labs., p/n. BA-1000) diluat in PBST: (6) 30 min. in solutie de
complex avidina-biotind (Vector Labs., p/n. PK-7100); (7) 5 min. in 3,3'-diamino-benzidini
(Vector Labs., p/n. SK-4105). Sectiunile sunt spalate intre fiecare dintre cele 7 etape de mai sus
utilizand PBST. Dupa cele sapte ctape de incubare de mai sus, sectiunile sunt contracolorate cu
hematoxilind, deshidratate si acoperite. Pentru sectiunile de tesut de ,control” de soarece

10 protocolul de mai sus este modificat 1a ctapa de incubare (3) prin utilizarea unei dilutii de 1:8000
(spre deosebire de o dilutie de 1:4000) atit a anticorpului monoclonal anti tau exemplificat cat si a
constructului de anticorp MC-1 umanizat; si prin Inlocuirea ctapelor de incubare (4) si (5) cu o
singurd dilutie de 30 min. de 1:200 de anticorp biotinilat de capra anti-IgG umand (Vector Labs.
p/n. BA-3000) in PBST.

15 Urmand procedurile in mod substantial cum s-a descris mai sus, este efectuatd o analizi a
legirii anticorpului monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1 la tau derivatid din creier
uman. Rezultatele sunt furnizate in Tabelul 5.

Tabelul 5. Analiza semi-cantitativd a legirii la tau agregatd din sectiunile FFPE de creier cu AD.

Severitatea tau agregati detectatd dupa cum s-a masurat prin schema de

notare semi-cantitativa

(severi, +++; moderata, ++; usoari, +; negativi, -)

WT de controllNormalda de control(Boala Boala
(murini) (umana) Alzheimer Pick
mADb anti tau exemplificat din| + it it
Exemplul 1
Construct de Ab MC-1
. - - + +
umanizat
20 Rezultatele furnizate in Tabelul 5 reflecta cd anticorpul monoclonal anti tau exemplificat

din Exemplul 1 demonstreazi niveluri semnificativ mai ridicate de colorare la tau agregata, atat de
la pacientii cu AD cit si cu PD, in sectiunile de creier hipocampice in comparatie cu constructul de
anticorp MC-1 umanizat. Rezultatele furnizate in Tabelul 5 demonstreazd de asemenea ci
anticorpul monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1 nu demonstreaza o legare ne-specifica
25 mai ridicatd decit constructul de anticorp MC-1 umanizat (anticorpul monoclonal anti tau
exemplificat demonstreazd legarea la cantitatea minimd de tau agregatd din sectiunile umane
normale de control). Suplimentar, deoarece AD si PD sunt caracterizate prin variante distincte de
imbinare ale genei care codifici tau, aceste rezultate sustin concluzia cd anticorpul monoclonal
anti tau exemplificat din Exemplul 1 se leagd specific la epitopul conformational cuprinzand
30  resturile de aminoacizi 7-9 si 312-322 de tau umana (numerotare a resturilor bazati pe tau umand
exemplificatd din SEQ ID NO.13) comun agregatelor de tau atit din AD cat si din PD.

Neutralizarea in vitro a propagarii agregatelor de tau

35 Preparatele de creier omogenizat de la soarecii P301S in varstd de aprox. 5 luni sunt
cunoscute, in prezenta nativei, ne-agregate tau, ¢i induc agregarea nativei tau si cd demonstreaza
un efect asemandtor propagarii agregirii tau. Preparatele omogenizate sarcozil-insolubile de tesut
cerebral de la soarecii P301S in varstd de 4,5 pani 1a 5 luni sunt sonicate si diluate cu OPTI-MEM
(GIBCO de Life Tech., p/n. 31985-062) pentru a aduce tau maisurati (per preparat) la o

40 concentratic finald de 0,77 pg/ml. Fiecare preparat este incubat timp de 30 de minute la
temperatura camerei cu unul dintre anticorpul monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1 (la
concentratiile: 21,00, 7,00, 2,33, 0,78, 0,26, 0,09, 0,03, si 0,01ug/ml) sau constructul de anticorp
MC-1 umanizat (la concentratiile: 50,00, 16,67, 5,56, 1,85, 0,62, 0,21, 0,07, 0,02 si 0,01pg/ml).

Celulele HEK293 (o linie celulard de rinichi embrionar uman) sunt transfectate prin

45 electroporatie pentru a exprima inductibil o forma mutantd de tau umand (IN4L, care are o serind
substituitd pentru prolina de la restul 301 (P301S) (numerotare a resturilor bazatd pe tau umani
exemplificatd din SEQ ID NO.13)). (Falcon B., et al., J. Biol. Chem. 290:1049-1065, 2015).
Celulele HEK293 transfectate stabil sunt placate la o concentratic de 1x10* celule/godeu in
godeurile unei plici cu 96 de godeuri in mediu complet (mediu D-MEM (Invitrogen, p/n. 11965-

50 092), 10% ser fetal bovin (Invitrogen, p/n. 16000), 1x pen. strep (Invitrogen, p/n. 15140-122),
5ug/ml Blasticin (Invitrogen, p/n. R210-01), 200pg/ml Zeocin (Invitrogen, p/n. R250-01)). Plicile
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sunt incubate timp de trei zile la 37°C. Dupa incubare, se adaugd 1 mg/ml tetraciclind la o dilutie
de 1:1000 per godeu (pani la o concentratie finald de 1 ng tetraciclind/ml mediu) pentru a induce
expresia de tau mutantd. Plicile sunt apoi incubate timp de 24 de ore la 37°C. Dupi incubare,
mediul de culturd este indepdrtat si se adaugd 50pl de preparat omogenizat cu una dintre
respectivele concentratii ale unuia dintre anticorpul monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul
1 sau constructul de anticorp MC-1 umanizat (preparat cum s-a descris mai sus). Placile sunt
incubate timp de trei ore, dupd care preparatul omogenizat este indepirtat si se adaugd 100ul de
mediu complet cu lpg/ml tetraciclind §i aceeasi concentratie respectivd din fie anticorpul
monoclonal anti tau exemplificat fie constructul de anticorp MC-1 umanizat la fiecare godeu
respectiv. Plicile sunt incubate timp de 24 de ore la 37°C, dupi care mediul este indepartat si se
adaugad 100l de mediu complet si aceeasi concentratie respectivad fie din anticorpul monoclonal
anti tau exemplificat, fie din constructul de anticorp MC-1 umanizat la godeurile respective.
Plicile sunt incubate timp de 48 de ore la 37°C. Dupa incubare, celulele sunt spalate cu 200ul
DPBS si drenate.

Celulele sunt resuspendate in 50ul de tampon H (TBS pH7.4 continind 2 mM EGTA, 5
mM EDTA, inhibitor de proteazi si fosfatazd (Thermo Scientific, p/n. 784420)) per godeu si
sonicate in baie timp de 10 minute. Concentratia de proteind totald este masuratd prin Testul de
proteind BCA™ (Thermo Scientific, p/n. PI-23227). Nivelurile agregatului de tau sunt determinate
prin ELISA tip sandwich. Plicile cu 96 de godeuri sunt acoperite peste noapte la 4°C cu 50ul de
2ng/ml anticorp ATS. Plicile sunt spilate de trei ori cu PBST, apoi blocate cu 100ul de BB3 timp
de 1 ord la temperatura camerei. Este preparati o curba standard utilizind extractul total de creier
cu AD prin dilutie seriald in 0,25% tampon de cazeind utilizind dilutii de doud ori de la o
concentratic de pornire de 40 pug/ml pand la o concentratic finald de 0,3125 pg/ml. Lizatele
celulare sunt diluate in 0,25% tampon de cazeind la o concentratic a proteinei totale de
aproximativ 0,1 mg/ml. 50 ul din fiecare dilutie a mostrei standard sau din mostrele celulare
diluate sunt apoi adiugati in godeuri separate de plici blocate si incubati la 4°C peste noapte, dupa
care plicile sunt spdlate de patru ori cu PBST. Anticorpul CP27 biotinilat este diluat la 1:2000 in
0,25% tampon de cazeind si apoi sunt addugati 50ul in godeurile continind mostrele. Plicile sunt
incubate la temperatura camerei timp de 2 ore, dupi care plicile sunt spalate de patru ori cu PBST.
Strepavidin-HRP (Invitrogen, p/n. SNN2004) este diluatd 1la 1:5000 in 0,25% tampon de cazeind si
apoi sunt adaugati 50ul in fiecare godeu si plicile sunt incubate la temperatura camerei timp de 1
ord. Dupd incubare, plicile sunt spalate de 4 ori cu PBST si se adaugd 50ul dintr-un amestec de
1:1 de H202 si TMB (Thermo Scientific, p/n. 34021). Plicile sunt incubate la temperatura camerei
timp de 10 min. si reactia este opritd prin addugarea de 50ul de H2SO4. Este misurat semnalul
colorimetric la 450nm sau 650nm. Nivelurile de tau pozitivd la AT8 sunt normalizate fatd de
nivelurile de proteind totald din fiecare mostrd. Valorile normalizate pentru fiecare mostrd sunt
normalizate suplimentar fatd de nivelurile de tau pozitivd 1a ATS8 din mostrele de control (netratate
cu anticorp). Procentajul de inhibare a propagirii agregatului de tau in fiecare mostrd este
determinat scdzind valorile normalizate suplimentar din 100 si procentajul valorii de inhibare
pentru fiecare mostrd este introdus in programul Prism 6 Software (GraphPad) aplicand potrivirea
la curba de regresie neliniard si rdspunsul la dozi sigmoidal pentru generarca valorilor ECso.
Rezultatele sunt furnizate in Tabelul 6.

Tabelul 6. Valorile ECsq reprezentand inhibarea propagirii agregatului de tau.

prin inginerie din Exemplul 1 MC-1 umanizat

ECso (reprezentind  inhibarea  propagarii
agregatului de tau pozitivi la AT8 (ng/mL))

16 476

45

50

55

Rezultatele furnizate in Tabelul 6 reflectd cd anticorpul monoclonal anti tau exemplificat
din Exemplul 1 demonstreazi o imbundtitire de aproximativ 30 de ori in inhibarea propagarii
induse a agregatului de tau.

Neutralizarea in vivo a propagarii agregatelor de tau

Preparatele stem de creier omogenizat de la soarecii P301S in varstd de aprox. 5 luni sunt
cunoscute c¢i, dupd injectare in hipocampusul soarecilor P301S normali femele in varstd de 10
sdptadmani, induce agregarea nativei, ne-agregate tau, demonstrand un efect asemédnitor propagarii
agregdrii tau. Preparatele omogenizate de tesut stem din creier de 1a soarecii P301S in varstd de 4,5
pand la 5 luni sunt preparate substantial la fel cum s-a descris mai sus.

Ab anti tau exemplificat obtinut|Constructul de Ab
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Soarecii P301S normali in varstd de 10 siptdmani femele sunt injectati In emisfera stinga
a hipocampusului cu Sul de preparat din creier omogenizat i oricare dintre: 7,5ug de anticorp
monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1 (N=12); sau 7,5ng anticorp IgG4 uman de
control (N=11). La patru sdptimini dupd injectie, soarecii sunt sacrificati si emisferele stanga si
dreaptd sunt colectate, inglobate in parafind, si sunt montate sectiuni seriale de 6um pe lame din
sticld. Lamele continind bregma (A-P = -2,30) sunt de-parafinate, este rehidratat tesutul inglobat,
si este efectuatd recuperarca antigenului prin incilzirea lamei pand la 100°C timp de 20 min. in
tampon de citrat. Lamele sunt rdcite in dH-O si incubate la temperatura camerei in conformitate cu
urmdtoarele etape: (a) 10 min. in (0,03%) H202; (b) 30 min. intr-o dilutie de 1:20 de ser normal de
capra; (¢) 60 min. intr-o dilutie de 1:8000 de anticorp PG-5 (diluat in PBST)(anticorp PG-5 obtinut
de la lab lui Dr. Peter Davies, Albert Einstein College of Medicine din Yeshiva University;
anticorpul PG-5 leagd specific serina la restul 409 de tau cind este fosforilati, numerotare a
resturilor bazatd pe tau umana exemplificatd din SEQ ID NO.13); (d) 30 min. intr-o dilutie de
1:200 de anticorp biotinilat de capra anti-IgG de soarece (diluat in PBST); (¢) 30 min. in solutic a
complexului avidind-biotind; si (f) 5 min. in 3,3'-diaminobenzidind. PBST este utilizat pentru
spilarea intre etapele respective. Dupd incubarea de 5 min. in 3,3'-diaminobenzidind, sectiunile
sunt contracolorate cu hematoxilind, apoi rehidratate si acoperite. Semnalul colorarii este masurat
prin Scanscope LA Slide Scanner (Aperio) la o mirire de 20x. Imunoreactivitatea PG-5 este
cuantificatd si exprimatd ca procentaj utilizind algoritmul de pixeli pozitivi din Imagescope
Software (v. 11.1.2.780, Aperio). Rezultatele sunt furnizate in Tabelul 7.

Tabelul 7. Media % de imunoreactivitate a PG-5 in hipocampusul sting si drept, in mod respectiv.

(% de imunoreactivitate a PG-5)

Hipocampus stang Hipocampus drept

mAb anti tau exemplificat din Exemplul 1 2,52 £0,49 SEM 0,63 +0,13 SEM

Ab IgG4 de control 6,38 £0,93 SEM 1,88 +0,31 SEM
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Rezultatele furnizate in Tabelul 7 demonstreaza ca anticorpul monoclonal anti tau exemplificat din
Exemplul 1 reduce nivelul agregatului de tau atit in hipocampusul sting cit si drept in comparatic
cu anticorpul IgG4 de control. Asa cum se¢ aratd, anticorpul monoclonal anti tau exemplificat
produce o reducere mai mare cu 60,5% a agregirii tau in hipocampusul sting, si o reducere mai
mare cu 66,5% a agregdrii tau in hipocampusul drept, In mod respectiv, in comparatic cu
anticorpul IgG4 de control. Aceste rezultate demonstreazd cd anticorpul monoclonal anti tau
exemplificat poseda activitate de neutralizare Tmpotriva propagarii agregirii tau.

Analiza eficacitatii in vivo la modelul murin de Tg4510

Soarecii Tgd510 transgenici exprimd o forma mutanti de tau umand (4RON, care are o
leucind substituitd pentru prolind la restul 301 (P301L), Ramsden M., et al., J. Neuroscience., 25:
10637-10647 (2005) si Santacruz K., et al., Science (2005); numerotare a resturilor bazatd pe tau
umand exemplificatd din SEQ ID NO.13). Soarecii Tg4510 prezintd niveluri ridicate de expresie a
tau umane mutante P301L in regiunile hipocampusului si neocortexului, care demonstreazi
progresul dependent de varsta al agregirii tau.

Anticorpii anti tau din prezenta inventie pot induce un rispuns imunogen la soarecii
Tg4510. Prin urmare, pentru a testa potentialul trapeutic al anticorpilor monoclonali anti tau din
prezenta inventie pentru administrarea cronicd la un model 1a rozitor, un anticorp anti tau murina
surogat este construit tintind acelasi epitop conformational si reflectind niveluri similare de
afinitate imbunitititd fatd de anticorpul monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1.
Anticorpul anti tau surogat are o afinitate (ECsp) citre fibrilele de tau purificate din AD, mdsurati
prin ELISA cum s-a descris mai sus (pentru anticorpul monoclonal anti tau exemplificat din
Exemplul 1), ca fiind de 13,1 pM.

Soarecii Tg4510 femele in varstd de opt sdptdmani sunt grupati in 3 grupuri separate.
Primul grup (N=15) este injectat cu un anticorp IgG1 de soarece de control (15mg/kg) de doud ori
pe saptamand timp de 9 sdptimani. Al doilea grup (N=15) este injectat de doud ori pe sdptimana
timp de 9 sdptimani cu anticorp MC-1 recombinant (15mg/kg) produs din asciti de soarece
injectat cu hibridom de MC-1. Al treilea grup (N=15) este injectat cu anticorp anti tau murind
surogat (15mg/kg) de doud ori pe siptimand timp de 9 siptimani. Dupd administrarea finala,
soarecii sunt sacrificati si creierele lor colectate. Sunt colectate portiuni de cortex si sectiuni din
hipocampus, sunt inglobate in parafind, si sunt montate sectiuni seriale de 6pm pe lame din sticld
pentru utilizare imunohistochimica.
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Restul regiunii de cortex din creierul colectat este omogenizat prin sonicare cu puls intr-
un volum de tampon H de 10 ori mai mare decat volumul cortexului, centrifugat la 21.000g timp
de 20 min. la 4°C si o alicotd de supernatant din fiecare cortex este colectatd si sunt determinate
nivelurile de proteina totala prin Testul de proteinA BCA™ (Thermo Scientific, p/n. PI-23227) in

5 conformitate cu protocolul fabricantului. Restul de supernatant este centrifugat la 100.000g timp

de 1 ord la 4°C, este eliminat supernatantul, si peletul insolubil obtinut este resuspendat in tampon
H (intr-un volum % din volumul de supernatant eliminat). Peletul resuspendat este sonicat si
nivelurile agregatului de tau pozitivd la AT8 din fiecare pelet sunt determinate prin ELISA
utilizand anticorpul de capturd AT8 si anticorpul de detectic CP27 substantial cum s-a descris mai

10 sus. Nivelurile agregatului de tau pozitivd la AT8 sunt normalizate fatd de nivelurile de proteind
totala.

In mod similar, restul de hipocampus din creierul colectat este omogenizat prin sonicare
cu puls intr-un volum de tampon H de 10 ori mai mare decat volumul hipocampusului, este
centrifugat la 21.000g timp de 20 min. la 4°C, si este colectat supernatantul de la fiecare

15 hipocampus si sunt determinate nivelurile de proteind totald. Nivelurile agregatului de tau pozitiva
la AT8 din supernatant sunt determinate prin ELISA utilizind anticorpul de capturd ATS8 si
anticorpul de detectic CP27 substantial cum s-a descris mai sus. Nivelurile agregatului de tau
pozitiva la AT8 sunt normalizate fatd de nivelurile de proteind totald. Rezultatele sunt furnizate in

Tabelul 8.
20
Tabelul 8. Nivelurile agregatului de tau pozitivd la AT8 din omogenatul de creier din cortex si
hipocampus misurate prin ELISA.
Nivelul agregatului de tau pozitiva la ATS (ug/mg)
Cortex Hipocampus
Ab anti tau murina surogat 1416 + 195 SEM 386 £ 71 SEM
Ab mlgG1 de control 1872 + 198 SEM 591 + 66 SEM
Ab mlgG1 rMC-1 1703 £ 138 SEM 510 £ 62 SEM

Rezultatele furnizate in Tabelul 8 demonstreaza ca anticorpul anti tau murind surogat a
25 redus nivelurile agregatului de tau atit in cortex cat si in hipocampus cu 24% si 35%, in mod
respectiv, fatd de soarecii tratati cu mIgGl de control. Rezultatele aratd suplimentar ca soarecii
tratati cu anticorp MC-1 murin recombinant nu au prezentat o reducere imbunitititd a nivelurilor
de agregat de tau fatd de soarecii tratati cu mIgG1 de control.
Nivelul de agregare al tau in cortexul si hipocampusul din sectiunile inglobate in parafini
30  preparate din creierul colectat este de asemenea mésurat prin imunohistochimie utilizand PG-5
substantial cum s-a descris mai sus. Datele sunt normalizate prin conversie la valorile logio $i
rezultatele sunt rezumate in Tabelul 9.

35 Tabelul 9. Valoarea medie logig a % de imunoreactivitate a PG-5 in cortex si hipocampus.

Agregat de tau (valoarea medie logio a % de imunoreactivitate a
PG-5)
Cortex Hipocampus

Ab anti tau murini surogat 0,74 £ 0,06 0,26 £ 0,07

Ab mlgG1 de control 0,90 £ 0,05 0,46 £ 0,05

Ab mlIgG1 de rMC-1 0,83 £ 0,04 0,34 £ 0,06

Rezultatele furnizate in Tabelul 9 demonstreazd cd anticorpul anti tau murind surogat
reduce nivelul agregatului de tau atat in cortex (cu 18%) cat si in hipocampus (cu 43%) fatd de
anticorpul mIgG1 de control in timp ce anticorpul MC-1 murin recombinant nu a demonstrat o

40 reducere notabild a nivelului agregatului de tau din fie cortex fie hipocampus fati de anticorpul
mlgG1 de control.

Proprietatile fizico-chimice ale anticorpului monoclonal anti tau obtinut prin inginerie

45 Anticorpul monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1 demonstreazi o buna
solubilitate, stabilitate chimica, si stabilitate fizica.

Solubilitatea:
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Este dorita o solubilitate suficient de ridicatd pentru a permite o dozare convenabild. De
exemplu, o dozd de 1 mg/kg administratd printr-o injectiec de 1,0 mL 1a un pacient de 100 kg va
necesita solubilitatea de 100mg/ml. In plus, mentinerea anticorpului in stare monomericd fird
agregare de masd moleculard mare (HMW) la concentratie ridicatd este de asemeneca dezirabila.
Solubilitatea anticorpului monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1 este analizatd
concentrand 15mg din anticorpul exemplificat cu un filtru de reducere a masei moleculare de 10 K
(filtre Amicon U.C., Millipore, catalog # UFC903024) pani la un volum de mai putin de 100pl.
Concentratia finald a mostrei a fost misuratd prin absorbanti cu UV la A280 utilizind un
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

Urmand procedurile substantial cum s-a descris mai sus, anticorpul monoclonal anti tau
exemplificat din Exemplul 1 afiseazi o solubilitate mai mare de: 140 mg/ml (la pH 6 in 10 mM
tampon de citrat); 177 mg/ml (la pH 6 in 10 mM citrat cu 150 mM NaCl); si 170 mg/ml (la pH 7,4
in tampon PBS). In plus, numai niveluri joase de HMW (de la ~3 pana la ~5,4%) sunt prezente la
concentratie ridicata si nu este observata o separare a fazelor.

Stabilitatea chimica si fizica:

Stabilitatea chimica faciliteaza dezvoltarea de formuldri medicamentoase cu suficienta
duratd de valabilitate. Stabilitatea chimicd a anticorpului monoclonal anti tau exemplificat din
Exemplul 1 este evaluatd prin formularea anticorpului anti tau exemplificat la o concentratie de 1
mg/ml in 10mM citrat si pH tamponat de 4, 5, 6, sau 7. Mostrele formulate sunt incubate timp de
patru siptimani la 4°C, 25°C, sau 40°C intr-un studiu de degradare acceleratd. Modificirile in
profilul de sarcind al anticorpului, reflectind modificarile chimice, sunt evaluate utilizind
focalizarea izoelectricd capilard (cIEF) in conformitate cu procedurile standard.

Urmand procedurile substantial cum s-a descris mai sus, anticorpul monoclonal anti tau
exemplificat din Exemplul 1 demonstreazi rezultatele de stabilitate chimica prezentate in Tabelul
10.

Tabelul 10. Rezumatul modificarii in % varfului principal peste patru saptamani. fatd de mostrele
incubate la 4°C. méisurat prin cIEF si % agregatelor HMW misurat prin SEC.

Modificare in % varfului principal
dupi 4 saptamini (fata de 4°C) 25°C

Modificare in % agregatelor
HMW (fati de 4°C) 25°C

Modificare in % agregatelor
HMW (fati de 4°C) 40°C

-8,43

-0,1

49,8

-4,13

0,1

1,1

-3,95

-0,2

0,3

[ [=] ©
==

-3,69

-0,2

0,9
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Rezultatele furnizate in Tabelul 10 demonstreaza cd dupd 4 sdptimani de depozitare la
40°C, anticorpul anti tau exemplificat din Exemplul 1 are o scidere a procentajului varfului
principal de numai 1,1 puncte procentuale atunci cind este formulat la pHS5, si o scddere de numai
0,3 puncte procentuale atunci cand este formulat la pH6 (un pH comun utilizat in formularea
anticorpilor). In plus, analiza prin spectrometrie de masa demonstreaza doar o degradare minima
observata dupi o depozitare de 4 siptdmani la 40°C (~1,5% deamidare a LCDR1 cu mai putin de
5% degradare in toate secventele CDR), care aratd ci anticorpul monoclonal anti tau exemplificat
din Exemplul 1 are suficientd stabilitate chimicd pentru a facilita dezvoltarea formuldrilor de
solutie cu durati de valabilitate adecvata.

Pentru scopul comparirii, este desfisurati stabilitatea chimica si fizicd a unui construct
de anticorp MC-1 umanizat (avind combinatia de cadru: 5-51 lant greu, A27 lant usor) prin
incubarea anticorpului timp de 2 sidptimani la 40°C la pH8. Constructul de anticorp MC-1
umanizat a prezentat o degradare chimicd semnificativa incluzand 12% deamidare a LCDRI, 5%
deamidare si 10% izomerizare a HCDR3 si 3% oxidare a cadrului HC.

Afinitatea de legare, dupd un studiu de patru siptimini de degradare acceleratd a
anticorpului monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1, este evaluatd prin formularca
anticorpului monoclonal exemplificat 1a o concentratie de 1 mg/ml in 10mM citrat si pH tamponat
de 4 sau 6. Mostrele formulate sunt incubate timp de patru sdptiméni la 4°C sau 40°C intr-un
studiu de degradare acceleratd. Dupa incubare, afinitatea de legare a anticorpului monoclonal anti
tau exemplificat din Exemplul 1 la tTau (15 ng/ml) acoperitd pe plicile cu 96 de godeuri este
determinata prin ELISA directd dupa procedura ELISA in mod substantial cum s-a descris mai sus.
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Rezultatele studiului afinititii de legare descris mai sus, efectuat in duplicat, sunt furnizate in
Tabelul 11.

Tabelul 11. Compararea ECsq dupd un studiu de degradare acceleratai.

pH-ul formulirii Temp. de incubare (°C) EC (pM) Studiul 1 ECso (pM)Studiul 2

4

40 414 277

6

4 926 636

6

40 754 607
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Tabelul 11 demonstreaza ci afinitatea de legare a anticorpului monoclonal anti tau
exemplificat din Exemplul 1 la concentratii scizute de rTau a rimas similara pentru mostre dupd o
degradare acceleratd de patru sdptidmani, in comparatie cu mostrele de control incubate 1a 4°C.

Secvente

SEQ ID NO: 1 - LC de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRSSQOSLVHSNONTYLHWYQQOKPGQAPRLLIYKVDNRE

SGIPDRESGSGSGTDEFTLTISRLEPEDFAVYYCSQSTLVPLTEGGGTKVE IKRTVAAPSY
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SEQ ID NO: 2 - HC de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
EVOLVOSGAEVKKPGESLKISCKGSGYTESNYWIEWVROMPGKGLEWMGEILPGSDSIKY

ERNFKGOVTISADKSTISTAYLOWSSLKASDTAMYYCARRGNYVDDWGOQGTLVTVSSASTK
GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQENSTYRVVS
VLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS
LTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEFEFLY SRLTVDKSRWOEGNVE'S

CSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

SEOQO ID NO: 3 - LCDRI1 de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
RSSQSLVHSNQNTYLH

SEOQO ID NO: 4 - LCDR2 de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
YKVDNRFS

SEOQO ID NO: 5 - LCDR3 de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
SQSTLVPLT

SEOQO ID NO: 6 - HCDR1 de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
KGSGYTFSNYWIE

SEOQO ID NO: 7 - HCDR2 de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
EILPGSDSIKYEKNFKG

SEOQO ID NO: 8 - HCDR3 de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
ARRGNYVDD

SEQ ID NO: 9 - LCVR de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRSSQSLVHSNONTYLHWYQQKPGQAPRLLIYKVDNRE

SGIPDREFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCSQOSTLVPLTEFGGGTKVEIK

SEQ ID NO: 10 - HCVR de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
EVOLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYTEFSNYWIEWVROMPGKGLEWMGETILPGSDSIKY

EKNFKGQVTISADKSISTAYLOWSSLKASDTAMYYCARRGNYVDDWGOGTLVTVSS
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SEQ ID NO: 11 - Secventa de nucleotide care codifici LC exemplificat (SEQ ID NO:1)
gaaattgtgttgacgcagtctccaggcaccectgtetttgtcteccaggggaaagageccace

ctctcecctgcagatctagtcagagccttgtacacagtaatcagaacacctatttacattgg

Laccagcagaaacctggccaggctcccaggetectecatctataaagttgacaaccgattt
tctggcatcccagacaggttcagtggcagtgggtctgggacagacttcactetcaccate

agcagactggagcctgaagattttgcagtgtattactgttctcaaagtacactggttcceyg
ctcacgttcggcggagggaccaaggtggagatcaaacggaccgtggectgcaccatctgtce
ttcatcttcecccecgcececatctgatgagecagttgaaatctggaactgectetgttgtgtgectyg
ctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgecectccaa
tcgggtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagectce
agcagcaccctgacgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgecctgegaa

gtcacccatcagggecctgagetegeocgtcacaaagagcttcaacaggggagagtge

SEQ ID NO: 12 - Secventi de nucleotide care codifici HC exemplificat (SEQ ID NO: 2)
gaggtgcagctggtgcagtctggagcagaggtgaaaaageceggggagtctetgaagate

tcctgtaagggttctggctacacattcagtaactactggatagagtgggtgegecagatyg
cccgggaaaggcctggagtggatgggggagattttacctggaagtgatagtattaagtac
gaaaagaatttcaagggccaggtcaccatctcageccgacaagtccatcagcaccgectac
ctgcagtggagcagcctgaaggcecctcggacaccgeccatgtattactgtgcgagaaggggyg
aactacgtggacgactggggccagggcaccctggtcaccgtetectcagettetaccaag
ggcccatcecggtetteccgetagegecctgectecaggagcacctecgagagcacagecgcec
ctgggctgcctggtcaaggactacttecccgaaccggtgacggtgtecgtggaactcagge
gccctgaccagcggegtgeacaccttececggetgtectacagtectecaggactectactec
ctcagcagcgtggtgaccgtgeccteccagecagettgggcacgaagacctacacctgcaac
gtagatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttgagtccaaatatggtece
ccatgcccaccctgcecccagcecacctgaggeccgecgggggaccatcagtecttectgtteece
ccaaaacccaaggacactctcatgatcteccggaccectgaggtcacgtgegtggtggty
gacgtgagccaggaagaccccgaggteccagttcaactggtacgtggatggegtggaggtyg
cataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagttcaacagecacgtaccgtgtggtecage
gtcctcaccgtcctgecaccaggactggctgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtcetec
aacaaaggcctcceccecgtcectceccatcgagaaaaccatctccaaagccaaagggcageccecga
gagccacaggtgtacaccctgcecccceccatcecccaggaggagatgaccaagaaccaggtcage
ctgacctgcctggtcaaaggcttctaccecagegacatcgecgtggagtgggaaagcaat
gggcagccggagaacaactacaagaccacgectcecegtgectggactecgacggetectte

ttcctctacagcaggctaaccgtggacaagagcaggtggcaggaggggaatgtettctea
tgctecegtgatgcatgaggectetgecacaaccactacacacagaagagecteteectgtet

ctgggt
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SEQ ID NO: 13 - Secventd de aminoacizi a tau umani, cu lungime completd

MAEPROEFEVMEDHAGTYGLGDRKDQGGYTMHODOEGDTDAGLKESPLOTPTEDGSEEPG

SETSDAKSTPTAEDVTAPLVDEGAPGKOAARAQPHTEIPEGTTAEEAGIGDTPSLEDEAAG
HVTQARMVSKSKDGTGSDDKKAKGADGKTKIATPRGAAPPGOKGOANATRIPAKTPPAPK
TPPSSGEPPKSGDRSGYSSPGSPGTPGSRSRTPSLPTPPTREPKKVAVVRTPPKSPSSAK
SRLOTAPVPMPDLEKNVKSKIGSTENLKHOPGGGKVQIINKKLDLSNVOSKCGSKDNTKHV
PGGGSVQIVYKPVDLSKVTSKCGSLGNIHHKPGGGOVEVKSEKLDFKDRVOSKIGSLDNT

THVPGGGNKKIETHKLTFRENAKAKTDHGAEIVYKSPVVSGDTSPRHLSNVSSTGS IDMV
DSPQLATLADEVSASLAKQGL

LISTA DE SECVENTE

<110> ELI LILLY ST COMPANIA

<120> ANTICORPI ANTI TAU SI UTILIZARI ALE ACESTORA
<130> X20624

<150> US 62/121.116

<151> 2015-02-26

<160> 13

<170> Patentin versiune 3.5

<210> 1

<211> 219

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> LC de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1



10

<400>

Glu

Glu

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Thr

Arg

Gln

Tyr
145

Ser

Thr

Lys

Pro

Ile

Arg

Gln

Arg

50

Arg

Arg

Leu

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

Val
210

<210>2
<211> 442

<212> PRT
<213> Secventa artificiala
<220>
<223> HC de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1

val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Leu

Val

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

195

Thr

Leu

Thr

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

180

val

Lys
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Thr

Leu

Tyr

Ile

Gly

Pro

85

Leu

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Tyr

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
150

Glu

Ser

Ala

Phe

Ser

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Pro

Arg

Trp

40

val

Ser

Phe

Gly

Val

120

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

200

Arg

Gly

Ser

25

Tyr

Asp

Gly

Ala

Gly

105

Phe

val

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

19

Thr

10

Ser

Gln

Asn

Thr

Val

920

Gly

Ile

Vval

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

vVal
155

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Ser

Lys

Phe

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Gln

Leu

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Vval

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Ser

val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
190

Leu

Pro

15

His

Gln

Ile

Thr

Gln

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Ser

Gly

Ser

Ala

Pro

Ile

80

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln
160

Ser

Glu

Ser



<400>

Glu

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

val

Leu

Ile

Glu

Gly

Gln

Arg

val

Cys
130

Gln

Lys

Glu

35

Ile

Gln

Trp

Arg

Ser

115

Ser

Leu

Ile

20

Trp

Leu

Val

Ser

Gly

100

Ser

Arg
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val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Asn

Ala

Ser

Gln

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Thr

Ser

Lys

Gln

Ser

Ser

Lys

val

Thr

Ser
135

Gly

Gly

Met

40

Asp

Ala

Ala

Asp

Lys

120

Glu

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Ser

Asp

105

Gly

Ser

20

Glu

10

Gly

Gly

Tle

Lys

Asp

20

Trp

Pro

Thr

val

Tyr

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Ser

Ala

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gln

vVal

Ala
140

Lys

Phe

Leu

45

Glu

Ser

Met

Gly

Phe

125

Leu

Pro

Ser

Glu

Lys

Thr

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Gly

15

Asn

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Leu

Leu

Cys

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Val

Ala

Leu
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Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
145 150 155 160

Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
165 170 175

Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
180 185 130

Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr
195 200 205

Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro
210 215 220

Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
225 230 235 240

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
245 250 255

Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn
260 265 270

Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
275 280 285

Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Vval
290 295 300

Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
305 310 315 320

Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
325 330 335

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu
340 345 350

Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
355 360 365

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
370 375 380

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
385 390 395 400

Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly
405 410 415

Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
420 425 430

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly
435 440

<210> 3

<211> 16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD/EP 3261720 T2 2019.12.31
22

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> LCDRI de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
<400> 3

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Val His Ser Asn Gln Asn Thr Tyr Leu His
1 5 10 15
<210> 4

<211> 8

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> LCDR2 de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1

<400> 4
Tyr Lys Val Asp Asn Arg Phe Ser

1 5
<210> 5

<211>9

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> LCDR3 de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
<400> 5
Ser Gln Ser Thr Leu Val Pro Leu Thr

1 5
<210> 6

<211> 13

<212> PRT

<213> Secventa artificiala
<220>

<223> HCDRI de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
<400>

Lys Gly Ser Gly Tyr Thr Phe Ser Asn Tyr Trp Ile Glu

1 5 10

<210> 7

<211> 17

<212> PRT

<213> Secventa artificiala

<220>

<223> HCDR2 de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1

<400> 7
Glu Ile Leu Pro Gly Ser Asp Ser Ile Lys Tyr Glu Lys Asn Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 8

<211>9

<212> PRT

<213> Secvent artificiala

<220>

<223> HCDR3 de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
<400> 8

Ala Arg Arg Gly Asn Tyr Val Asp Asp

1 5
<210> 9

<211> 112

<212> PRT

<213> Secventi artificiala
<220>

<223> LCVR de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1
<400> 9
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15

Glu Ile

Glu Arg

Asn Gln

Pro Arg

Asp Arg

65

Ser Arg

Thr Leu

<210> 10

val

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Leu

val

<211> 116
<212> PRT
<213> Secventa artificiala

<220>

Leu

Thr

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100
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Thr

Leu

Tyr

Ile

Gly

Pro
85

Leu

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Cys

His

Lys
55

Gly

Asp

Phe

Pro

Arg

Trp

40

Val

Ser

Phe

Gly

Gly

Ser

25

Tyr

Asp

Gly

Ala

Gly
105

23
Thr

10

Ser

Gln

Asn

Thr

Vval
90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Lys

Phe

Phe

Tyr

Lys

Leu

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Ser

Val

30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Pro
15

His

Gln

Ile

Thr

Gln
95

Ile

<223> HCVR de anticorp monoclonal anti tau exemplificat din Exemplul 1

<400> 10

Glu Val Gln Leu Val Gln

1

Ser Leu

Trp Ile

Gly Glu
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Arg

Thr Vval

<210> 11

Lys

Glu

35

Ile

Gln

Trp

Arg

Ser
115

<211> 657
<212> ADN
<213> Secventa artificiala

Ile

20

Trp

Leu

Vval

Ser

Gly

100

Ser

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Asn

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Ser Gly Ala

Lys

Gln

Ser

55

Ser

Lys

Val

Gly

Met

40

Asp

Ala

Ala

Asp

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Ser

Asp
105

Glu Val Lys Lys Pro Gly

10

Gly

Gly

Ile

Lys

Asp

90

Trp

Tyr

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gln

Phe

Leu

45

Glu

Ser

Met

Gly

Ser

30

Glu

Lys

Thr

Tyr

Thr
110

15

Asn

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Leu

Gly

Ser

Ala

Pro

Ile
80

Ser

Lys

Glu

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Val
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<220>

<223> Secventd de

<400> 11
gaaattgtgt

ctctecctgea
taccagcaga
tctggeatce
agcagactgg
ctcacgtteg
ttcatcttce
ctgaataact
tegggtaact
agcagcaccc

gtcacccatc
<210> 12
<211> 1326
<212> ADN

MD/EP 3261720 T2 2019.12.31

nucleotide

carc

24

codifica

tgacgcagtc tccaggcacce ctgtcetttgt

gatctagtca
aacctggcca
cagacaggtt
agcctgaaga
gcggagggac
cgccatctga
tctatccecag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcctgag

<213> Secventa artificiala

<220>

gagccttgta
ggctcccagg
cagtggcagt
ttttgcagtg
caaggtggag
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtecacagag
caaagcagac

ctcgececegte

cacagtaatc
ctecctcatet
gggtctggga
tattactgtt
atcaaacgga
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

LC
ctccagggga
agaacaccta
ataaagttga
cagacttcac
ctcaaagtac
ccgtggetge
ctgcetetgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacaggygg

exemplificat

(SEQ
aagagccacc
tttacattgg
caaccgattt
tctcaccatc
actggttccg
accatctgtce
tgtgtgecetg
cgcectccaa
ctacagccete
cgectgegaa

agagtgce

<223> Secventa de nucleotide care codificd HC exemplificat (SEQ ID NO: 2)

<400> 12

NO:1)
60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

657



gaggtgcagce
tcctgtaagg
ccecgggaaag
gaaaagaatt
ctgcagtgga
aactacgtgg
ggcccategg
ctgggctgee
gccctgacca
ctcagcagceg
gtagatcaca
ccatgcaccac
ccaaaaccca
gacgtgagcc

cataatgcca
gtcctcacceg

aacaaaggcc
gagccacagg
ctgacctgece
gggcagccgg
ttcctcetaca
tgctccgtga

ctgggt
<210> 13
<211> 441
<212> PRT

MD/EP 3261720 T2 2019.12.31

tggtgcagtc
gttctggeta
gcetggagtg
tcaagggcca
gcagcctgaa
acgactgggg
tcttececeget
tggtcaagga
gcggegtgea
tggtgaccgt
agcccagcaa
cctgeccage
aggacactcet
aggaagaccc

agacaaagcc
tcectgecacca

tcecegtecte
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaggctaac

tgcatgaggce

<213> Secventa artificiala

<220>

tggagcagag
cacattcagt
gatgggggag
ggtcaccatc
ggcecteggac
ccagggcace
agcgccctge
ctacttcecce
caccttceceg
gececctecage
caccaaggtg
acctgaggec
catgatctce
cgaggtccag

gegggaggag
ggactggcetg

catcgagaaa
gccceceatcee
cttectaccce
caagaccacg
cgtggacaag

tetgecacaac

25

gtgaaaaagc
aactactgga
attttacctg
tcagccgaca
accgccatgt
ctggtcaccg
tccaggageca
gaaccggtga
gctgtectac
agcttgggea
gacaagagag
gecgggggac
cggaccccetg
ttcaactggt

cagttcaaca
aacggcaagg

accatcteca
caggaggaga
agcgacatcg
ccteeegtge
agcaggtgge

cactacacac

ccggggagtc
tagagtgggt
gaagtgatag
agtccatcag
attactgtgce
tctcecteage
cctcecgagag
cggtgtegtg
agtcctcagg
cgaagaccta
ttgagtccaa
catcagtctt
aggtcacgtg
acgtggatgg

gcacgtacceg
agtacaagtg

aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtyg
tggactccga

aggaggggaa

agaagagcct

<223> Secventd de aminoacizi a tau umani, cu lungime completa

<400> 13

tctgaagatce
gcgecagatg
tattaagtac
caccgcctac
gagaaggggg
ttctaccaag
cacagccgcce
gaactcaggce
actctactce
cacctgcaac
atatggtccc
cctgttcecece
cgtggtggtyg
cgtggaggtyg

tgtggtcage
caaggtctcc

gcagccccga
ccaggtcagce
ggaaagcaat
cggecteette
tgtecttctcea

ctcectgtcet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1326



Met

Thr

Gln

Gln

Asp

65

Asp

Ile

Ser

Ser

Ala

Tyr

Asp

Thr

50

Ala

Glu

Pro

Leu

Lys
130

Glu

Gly

Gln

35

Pro

Lys

Gly

Glu

Glu

115

Ser

MD/EP 3261720 T2 2019.12.31

Pro Arg

Leu Gly
20

Glu Gly

Thr Glu

Ser Thr

Ala Pro

85

Gly Thr
100

Asp Glu

Lys Asp

Gln

Asp

Asp

Asp

Pro

70

Gly

Thr

Ala

Gly

Glu

Arg

Thr

Gly

55

Thr

Lys

Ala

Ala

Thr
135

26

Phe

Lys

Asp

40

Ser

Ala

Gln

Glu

Gly

120

Gly

Glu

Asp

25

Ala

Glu

Glu

Ala

Glu

105

His

Ser

Val

10

Gln

Gly

Glu

Asp

Ala

90

Ala

Vval

Asp

Met

Gly

Leu

Pro

val

75

Ala

Gly

Thr

Asp

Glu

Gly

Lys

Gly

60

Thr

Gln

Ile

Gln

Lys
140

Asp

Tyr

Glu

45

Ser

Ala

Pro

Gly

Ala

125

Lys

His

Thr

30

Ser

Glu

Pro

His

Asp

110

Arg

Ala

Ala

15

Met

Pro

Thr

Leu

Thr

95

Thr

Met

Lys

Gly

His

Leu

Ser

Val

80

Glu

Pro

Val

Gly
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Ala Asp Gly Lys Thr Lys Ile Ala Thr Pro Arg Gly Ala Ala Pro Pro
145 150 155 160

Gly Gln Lys Gly Gln Ala Asn Ala Thr Arg Ile Pro Ala Lys Thr Pro
165 170 175

Pro Ala Pro Lys Thr Pro Pro Ser Ser Gly Glu Pro Pro Lys Ser Gly
180 185 150

Asp Arg Ser Gly Tyr Ser Ser Pro Gly Ser Pro Gly Thr Pro Gly Ser
195 200 205

Arg Ser Arg Thr Pro Ser Leu Pro Thr Pro Pro Thr Arg Glu Pro Lys
210 215 220

Lys Val Ala Val Val Arg Thr Pro Pro Lys Ser Pro Ser Ser Ala Lys
225 230 235 240

Ser Arg Leu Gln Thr Ala Pro Val Pro Met Pro Asp Leu Lys Asn Val
245 250 255

Lys Ser Lys Ile Gly Ser Thr Glu Asn Leu Lys His Gln Pro Gly Gly
260 265 270

Gly Lys Val Gln Ile Ile Asn Lys Lys Leu Asp Leu Ser Asn Val Gln
275 280 285

Ser Lys Cys Gly Ser Lys Asp Asn Ile Lys His Val Pro Gly Gly Gly
290 295 300

Ser Val Gln Ile Val Tyr Lys Pro Val Asp Leu Ser Lys Val Thr Ser
305 310 315 320

Lys Cys Gly Ser Leu Gly Asn Ile His His Lys Pro Gly Gly Gly Gln
325 330 335

Val Glu Val Lys Ser Glu Lys Leu Asp Phe Lys Asp Arg Val Gln Ser
340 345 350

Lys Ile Gly Ser Leu Asp Asn Ile Thr His Val Pro Gly Gly Gly Asn
355 360 365

Lys Lys Ile Glu Thr His Lys Leu Thr Phe Arg Glu Asn Ala Lys Ala
370 375 380

Lys Thr Asp His Gly Ala Glu Ile Val Tyr Lys Ser Pro Val Val Ser

385 390 395 400
Gly Asp Thr Ser Pro Arg His Leu Ser Asn Val Ser Ser Thr Gly Ser

405 410 415

Ile Asp Met Val Asp Ser Pro Gln Leu Ala Thr Leu Ala Asp Glu Val
420 425 430

Ser Ala Ser Leu Ala Lys Gln Gly Leu
435 440
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Pathological Tau and Upstream Amyloid Pathology in an Alzheimer's Disease Mouse
Model", JOURNAL OF NEUROSCIENCE, vol. 35, no. 12, 25 March 2015 (2015-03-
25), pages  4857-4868, XP055250966, US ISSN:  0270-6474, DOL
10.1523/INEUROSCI.4989-14.2015

= WO0-A2-2014/059442

WO0-A2-2014/100600

(57) Revendicari;

1. Un anticorp monoclonal care se leagi la tau umani cuprinzand o regiune variabild a
lantului usor (LCVR) si o regiune variabild a lantului greu (HCVR), in care secventa de
aminoacizi a LCVR este dati de SEQ ID NO: 9 si secventa de aminoacizi a HCVR este datid de
SEQ ID NO: 10.

2. Anticorpul monoclonal conform revendicdrii 1, cuprinzind un lant usor (LC) si un lant
greu (HC), In care secventa de aminoacizi a LC este datd de SEQ ID NO: 1 si secventa de
aminoacizi a HC este dati de SEQ ID NO: 2.

3. O moleculd de ADN cuprinzind o secventd polinucleotidicd care codificd o polipeptida
avand secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 1, si cuprinzind o secventd polinucleotidica care
codificd o polipeptidd avand secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 2.

4. O moleculd de ADN in conformitate cu revendicarea 3 in care secventa polinucleotidica
care codifici o polipeptidi avand secventa de aminoacizi din SEQ ID NO: 1 este datd de SEQ ID
NO: 11 si secventa polinucleotidicd care codificd o polipeptidd avind secventa de aminoacizi din
SEQ ID NO: 2 este dati de SEQ ID NO: 12.

5. O celuld de mamifer cuprinzind molecula de ADN conform revendicdrii 3 sau
revendicarii 4, in care celula este capabild sd exprime un anticorp monoclonal cuprinzind un lang
usor avand o secventd de aminoacizi din SEQ ID NO: 1 si un lant greu avand o secventd de
aminoacizi din SEQ ID NO: 2.

6. Un procedeu pentru producerea unui anticorp monoclonal cuprinzind un lant usor avind
o secventd de aminoacizi din SEQ ID NO: 1 si un lant greu avand o secventd de aminoacizi din
SEQ ID NO: 2, procedeul cuprinzind cultivarea celulei de mamifer conform revendicirii 5 in
astfel de conditii incit sd fie exprimat anticorpul monoclonal, si recuperarea anticorpului
monoclonal exprimat.

7. O compozitic farmaceuticd cuprinzind un anticorp monoclonal din oricare dintre
revendicarea 1 sau revendicarea 2 si unul sau mai multi purtitori, diluanti sau excipienti
acceptabili farmaceutic.

8. Un anticorp monoclonal conform revendicdrii 1 sau revendicirii 2 pentru utilizare in
terapie.

9. Un anticorp monoclonal conform revendicdrii 1 sau revendicirii 2 pentru utilizare in
tratamentul unei boli selectate dintre boala Alzheimer, Paralizia supranucleard progresiva si boala
Pick.
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