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DESCRIPCION
Formulaciones estables que contienen anticuerpos anti-PCSK9
Solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos n.° 61/642.363,
presentada el 3 de mayo de 2012.

Referencia al listado de secuencias

La presente solicitud incorpora por referencia en su totalidad toda la materia objeto contenida en el listado de
secuencias adjunto, que se encuentra en formato txt identificado por el nombre de archivo, A-1635-US-
NP2_Seq_List.txt, creado el miércoles, 1 de mayo de 2013, siendo el tamafio de dicho archivo de 306 KB.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al tratamiento o la prevencion de trastornos relacionados con el colesterol, tales como
hipercolesterolemia, hiperlipidemia o dislipidemia, usando proteinas de unién a antigeno, incluyendo anticuerpos,
contra la proproteina convertasa subtilisina/quexina tipo 9 (PCSK9). También se describen formulaciones
farmacéuticas y métodos para producir dichas formulaciones.

Antecedentes

Los "trastornos relacionados con el colesterol" (que incluyen "trastornos relacionados con el colesterol sérico") incluyen
uno cualquiera o mas de los siguientes: hipercolesterolemia, hiperlipidemia, cardiopatia, sindrome metabdlico,
diabetes, cardiopatia coronaria, ictus, enfermedades cardiovasculares, enfermedad de Alzheimer y en general,
dislipidemias, que pueden manifestarse, por ejemplo, por un colesterol sérico total elevado, LDL elevadas, triglicéridos
elevados, VLDL elevadas y/o HDL elevadas. La hipercolesterolemia es, de hecho, un factor de riesgo establecido para
la cardiopatia coronaria (CHD) en seres humanos. La reduccion del colesterol asociado a lipoproteinas de baja
densidad (LDL-C) da como resultado una reduccion del riesgo cardiovascular y es un objetivo principal en la
farmacoterapia para la CHD. Las estatinas (inhibidores de hidroximetilglutaril coenzima A [HMG CoA] reductasa) son
en la actualidad el tratamiento de eleccion para la hipercolesterolemia. Sin embargo, cada vez mas datos indican que
un tratamiento mas agresivo de la hipercolesterolemia se asocia con un menor riesgo de eventos de CHD. Ademas,
un subconjunto de pacientes es intolerante o no responde adecuadamente a la terapia con estatinas. Por tanto, pueden
ser utiles nuevas terapias que puedan usarse solas 0 en combinacién con agentes existentes para reducir de manera
mas eficaz el LDL-C.

Esta bien establecido que el reciclado del receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) de la superficie celular
hepatica desempefia un papel critico en el mantenimiento del equilibrio del colesterol celular y de todo el organismo
mediante la regulacion de los niveles plasmaticos de LDL-C. Mas recientemente, se ha demostrado que la proproteina
convertasa subtilisina/quexina de tipo 9 (PCSK9) desempefia un papel importante en el reciclado y la regulacién del
LDLR. PCSK9 es un miembro de la familia de subtilisina de serina proteasas y se expresa predominantemente en el
higado. Después de la secrecion, provoca la regulacion negativa postraduccional de LDLR de la superficie de células
hepaticas mediante un mecanismo que implica la unién directa al LDLR. La regulacidn negativa del LDLR hepatico, a
su vez, da lugar a niveles aumentados de LDL-C circulante. Por lo tanto, PCSK9 puede representar una diana para
inhibicion mediante nuevos agentes terapéuticos en una situacion de hipercolesterolemia. Hay disponible una sdélida
base argumental para dicha estrategia proveniente de estudios en modelos preclinicos y de observaciones de que los
seres humanos con mutaciones de pérdida de funcion de PCSK9 tienen niveles de colesterol menores de lo normal y
una incidencia reducida de CHD. El documento WO 2009/026558 A1 divulga formulaciones que comprenden proteinas
de union a antigeno dirigidas a PCSKO9.

Sumario de diversas realizaciones

La invencion es tal como se define en las reivindicaciones. Las "realizaciones" citadas mas adelante en el presente
documento son realizaciones como se reivindican o describen en el presente documento. En algunos aspectos, en el
presente documento se describe un método para reducir el nivel sérico de colesterol asociado a LDL en un paciente.
El método comprende administrar a un paciente que lo necesite una dosis de aproximadamente 10 mg a
aproximadamente 1400 mg de al menos un anticuerpo anti-PCSK9 descrito en el presente documento. En algunas
realizaciones, la dosis es de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 70 mg de al menos un anticuerpo anti-
PCSK9 administrado una vez a la semana (QW). En algunas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 14 mg a
aproximadamente 45 mg de al menos un anticuerpo anti-PCSK9 administrada una vez a la semana. En algunas
realizaciones, la dosis es de aproximadamente 14 mg a aproximadamente 35 mg de al menos un anticuerpo anti-
PCSK9 administrada una vez a la semana. En algunas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 70 mg a
aproximadamente 420 mg de al menos un anticuerpo anti-PCSK9 administrado una vez cada 2 semanas (Q2W). En
algunas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 70 mg a aproximadamente 350 mg de al menos un anticuerpo
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anti-PCSK9 administrado una vez cada 2 semanas (Q2W). En algunas realizaciones, la dosis es de aproximadamente
105 mg a aproximadamente 350 mg de al menos un anticuerpo anti-PCSK9 administrado una vez cada 2 semanas
(Q2W). En algunas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 140 mg a aproximadamente 280 mg de al menos
un anticuerpo anti-PCSK9 administrado una vez cada 2 semanas (Q2W). En algunas realizaciones, la dosis es de
aproximadamente 250 mg a aproximadamente 480 mg de al menos un anticuerpo anti-PCSK9 administrado una vez
cada 4 semanas (Q4W). En algunas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 280 mg a aproximadamente
420 mg de al menos un anticuerpo anti-PCSK9 administrado una vez cada 2 semanas (Q2W). En algunas
realizaciones, la dosis es de aproximadamente 350 mg a aproximadamente 420 mg de al menos un anticuerpo anti-
PCSK9 administrado una vez cada 2 semanas (Q4W). En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado
a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 30 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol
asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 35 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de
colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 40 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico
de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 45 %. En algunas realizaciones, el nivel
sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 50 %. En algunas realizaciones, el
nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 55 %. En algunas realizaciones,
el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 60 %. En algunas
realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 75 %. En
algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 70 %.
En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un
75 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente
un 80 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos
aproximadamente un 85 %. %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al
menos aproximadamente un 90 %.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un método para reducir el nivel sérico de colesterol asociado a LDL
en un paciente, comprendiendo el método administrar a un paciente que no necesite, una dosis de al menos un
anticuerpo anti-PCSK9 y en donde la dosis de anticuerpo anti-PCSK9 se administra con una pauta seleccionada entre
el grupo que consiste en: (1) al menos aproximadamente 14 mg cada semana (QW); (2) al menos una cantidad de
aproximadamente 35 mg cada semana (QW); (3) al menos una cantidad de aproximadamente 70 mg cada dos
semanas (Q2W); (4) al menos una cantidad de aproximadamente 105 mg cada dos semanas (Q2W); (5) al menos una
cantidad de aproximadamente 140 mg cada dos semanas (Q2W); (6) al menos una cantidad de aproximadamente
280 mg cada dos semanas (Q2W); y (7) al menos una cantidad de aproximadamente 280 mg cada cuatro semanas
(Q4W); (8) al menos una cantidad de aproximadamente 350 cada cuatro semanas (Q4W); (9) al menos una cantidad
de aproximadamente 420 mg cada cuatro semanas (Q4W). En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol
asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 30 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de
colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 35 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico
de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 40 %. En algunas realizaciones, el nivel
sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 45 %. En algunas realizaciones, el
nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 50 %. En algunas realizaciones,
el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 55 %. En algunas
realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 60 %. En
algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 65 %.
En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un
70 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente
un 75 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos
aproximadamente un 80 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al
menos aproximadamente un 85 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce
en al menos aproximadamente un 90 %.

En algunos aspectos, la divulgaciéon proporciona un método para reducir los valores de PCSK9 en un paciente,
comprendiendo el método administrar a un paciente que no necesite, una dosis de al menos un anticuerpo anti-PCSK9
y en donde la dosis de anticuerpo anti-PCSK9 se administra con una pauta seleccionada entre el grupo que consiste
en: (1) al menos aproximadamente 14 mg cada semana (QW); (2) al menos una cantidad de aproximadamente 35 mg
cada semana (QW); (3) al menos una cantidad de aproximadamente 70 mg cada dos semanas (Q2W); (4) al menos
una cantidad de aproximadamente 105 mg cada dos semanas (Q2W); (5) al menos una cantidad de aproximadamente
140 mg cada dos semanas (Q2W); (6) al menos una cantidad de aproximadamente 280 mg cada dos semanas (Q2W);
y (7) al menos una cantidad de aproximadamente 280 mg cada cuatro semanas (Q4W); (8) al menos una cantidad de
aproximadamente 350 cada cuatro semanas (Q4W); (9) al menos una cantidad de aproximadamente 420 mg cada
cuatro semanas (Q4W). En algunas realizaciones, el valor sérico de PCSK9 se reduce en al menos aproximadamente
un 60 %. En algunas realizaciones, el valor sérico de PCSK9 se reduce en al menos aproximadamente un 65 %. En
algunas realizaciones, el valor sérico de PCSK9 se reduce en al menos aproximadamente un 70 %. En algunas
realizaciones, el valor sérico de PCSK9 se reduce en al menos aproximadamente un 75 %. En algunas realizaciones,
el valor sérico de PCSKO9 se reduce en al menos aproximadamente un 80 %. En algunas realizaciones, el valor sérico
de PCSK9 se reduce en al menos aproximadamente un 85 %. En algunas realizaciones, el valor sérico de PCSK9 se
reduce en al menos aproximadamente un 90 %.
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En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un método para reducir el nivel de colesterol total en un paciente,
comprendiendo el método administrar a un paciente que no necesite, una dosis de al menos un anticuerpo anti-PCSK9
y en donde la dosis de anticuerpo anti-PCSK9 se administra con una pauta seleccionada entre el grupo que consiste
en: (1) al menos aproximadamente 14 mg cada semana (QW); (2) al menos una cantidad de aproximadamente 35 mg
cada semana (QW); (3) al menos una cantidad de aproximadamente 70 mg cada dos semanas (QW); (4) al menos
una cantidad de aproximadamente 105 mg cada dos semanas (QW); (5) al menos una cantidad de aproximadamente
140 mg cada dos semanas (Q2W); (6) al menos una cantidad de aproximadamente 280 mg cada dos semanas (Q2W);
y (7) al menos una cantidad de aproximadamente 280 mg cada cuatro semanas (Q4W); (8) al menos una cantidad de
aproximadamente 350 cada cuatro semanas (Q4W); (9) al menos una cantidad de aproximadamente 420 mg cada
cuatro semanas (Q4W). En algunas realizaciones, se reduce el nivel de colesterol total en al menos aproximadamente
un 20 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de colesterol total en al menos aproximadamente un 25 %. En
algunas realizaciones, se reduce el nivel de colesterol total en al menos aproximadamente un 30 %. En algunas
realizaciones, se reduce el nivel de colesterol total en al menos aproximadamente un 35 %. En algunas realizaciones,
se reduce el nivel de colesterol total en al menos aproximadamente un 40 %. En algunas realizaciones, se reduce el
nivel de colesterol total en al menos aproximadamente un 45 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de
colesterol total en al menos aproximadamente un 50 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de colesterol total
en al menos aproximadamente un 55 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de colesterol total en al menos
aproximadamente un 60 %.

En algunos aspectos, la divulgacién proporciona un método para reducir el nivel sérico de colesterol no asociado a
HDL en un paciente, comprendiendo el método administrar a un paciente que no necesite, una dosis de al menos un
anticuerpo anti-PCSK9 y en donde la dosis de anticuerpo anti-PCSK9 se administra con una pauta seleccionada entre
el grupo que consiste en: (1) al menos aproximadamente 14 mg cada semana (QW); (2) al menos una cantidad de
aproximadamente 35 mg cada semana (QW); (3) al menos una cantidad de aproximadamente 70 mg cada dos
semanas (QW); (4) al menos una cantidad de aproximadamente 105 mg cada dos semanas (QW); (5) al menos una
cantidad de aproximadamente 140 mg cada dos semanas (Q2W); (6) al menos una cantidad de aproximadamente
280 mg cada dos semanas (Q2W); y (7) al menos una cantidad de aproximadamente 280 mg cada cuatro semanas
(Q4W); (8) al menos una cantidad de aproximadamente 350 cada cuatro semanas (Q4W); (9) al menos una cantidad
de aproximadamente 420 mg cada cuatro semanas (Q4W). En algunas realizaciones, el nivel de colesterol no
asociado con HDL se reduce en al menos aproximadamente un 30 %. En algunas realizaciones, el nivel de colesterol
no asociado con HDL se reduce en al menos aproximadamente un 35 %. En algunas realizaciones, el nivel de
colesterol no asociado con HDL se reduce en al menos aproximadamente un 40 %. En algunas realizaciones, el nivel
de colesterol no asociado con HDL se reduce en al menos aproximadamente un 45 %. En algunas realizaciones, el
nivel de colesterol no asociado con HDL se reduce en al menos aproximadamente un 50 %. En algunas realizaciones,
el nivel de colesterol no asociado con HDL se reduce en al menos aproximadamente un 55 %. En algunas
realizaciones, el nivel de colesterol no asociado con HDL se reduce en al menos aproximadamente un 60 %. En
algunas realizaciones, el nivel de colesterol no asociado con HDL se reduce en al menos aproximadamente un 65 %.
En algunas realizaciones, el nivel de colesterol no asociado con HDL se reduce en al menos aproximadamente un
70 %. En algunas realizaciones, el nivel de colesterol no asociado con HDL se reduce en al menos aproximadamente
un 75%. En algunas realizaciones, el nivel de colesterol no asociado con HDL se reduce en al menos
aproximadamente un 80 %. En algunas realizaciones, el nivel de colesterol no asociado con HDL se reduce en al
menos aproximadamente un 85 %.

En algunos aspectos, la divulgacién proporciona un método para reducir los niveles de ApoB en un paciente,
comprendiendo el método administrar a un paciente que no necesite, una dosis de al menos un anticuerpo anti-PCSK9
y en donde la dosis de anticuerpo anti-PCSK9 se administra con una pauta seleccionada entre el grupo que consiste
en: (1) al menos aproximadamente 14 mg cada semana (QW); (2) al menos una cantidad de aproximadamente 35 mg
cada semana (QW); (3) al menos una cantidad de aproximadamente 70 mg cada dos semanas (QW); (4) al menos
una cantidad de aproximadamente 105 mg cada dos semanas (QW); (5) al menos una cantidad de aproximadamente
140 mg cada dos semanas (Q2W); (6) al menos una cantidad de aproximadamente 280 mg cada dos semanas (Q2W);
y (7) al menos una cantidad de aproximadamente 280 mg cada cuatro semanas (Q4W); (8) al menos una cantidad de
aproximadamente 350 cada cuatro semanas (Q4W); (9) al menos una cantidad de aproximadamente 420 mg cada
cuatro semanas (Q4W). En algunas realizaciones, se reduce el nivel de ApoB en al menos aproximadamente un 20 %.
En algunas realizaciones, se reduce el nivel de ApoB en al menos aproximadamente un 25 %. En algunas
realizaciones, se reduce el nivel de ApoB en al menos aproximadamente un 30 %. En algunas realizaciones, se reduce
el nivel de ApoB en al menos aproximadamente un 35 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de ApoB en al
menos aproximadamente un 40 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de ApoB en al menos
aproximadamente un 45 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de ApoB en al menos aproximadamente un
50 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de ApoB en al menos aproximadamente un 55 %. En algunas
realizaciones, se reduce el nivel de ApoB en al menos aproximadamente un 60 %. En algunas realizaciones, se reduce
el nivel de ApoB en al menos aproximadamente un 65 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de ApoB en al
menos aproximadamente un 70 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de ApoB en al menos
aproximadamente un 75 %.

En algunos aspectos, la divulgaciéon proporciona un método para reducir los niveles de lipoproteina A ("Lp(a)") en un
paciente, comprendiendo el método administrar a un paciente que no necesite, una dosis de al menos un anticuerpo



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2810907 T3

anti-PCSK9 y en donde la dosis de anticuerpo anti-PCSK9 se administra con una pauta seleccionada entre el grupo
que consiste en: (1) al menos aproximadamente 14 mg cada semana (QW); (2) al menos una cantidad de
aproximadamente 35 mg cada semana (QW); (3) al menos una cantidad de aproximadamente 70 mg cada dos
semanas (QW); (4) al menos una cantidad de aproximadamente 105 mg cada dos semanas (QW); (5) al menos una
cantidad de aproximadamente 140 mg cada dos semanas (Q2W); (6) al menos una cantidad de aproximadamente
280 mg cada dos semanas (Q2W); y (7) al menos una cantidad de aproximadamente 280 mg cada cuatro semanas
(Q4W); (8) al menos una cantidad de aproximadamente 350 cada cuatro semanas (Q4W); (9) al menos una cantidad
de aproximadamente 420 mg cada cuatro semanas (Q4W). En algunas realizaciones, se reduce el nivel de Lp(a) en
al menos aproximadamente un 10 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de Lp(a) en al menos
aproximadamente un 15 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de Lp(a) en al menos aproximadamente un
20 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de Lp(a) en al menos aproximadamente un 25 %. En algunas
realizaciones, se reduce el nivel de Lp(a) en al menos aproximadamente un 30 %. En algunas realizaciones, se reduce
el nivel de Lp(a) en al menos aproximadamente un 35 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de Lp(a) en al
menos aproximadamente un 40 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de Lp(a) en al menos
aproximadamente un 45 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de Lp(a) en al menos aproximadamente un
50 %. En algunas realizaciones, se reduce el nivel de Lp(a) en al menos aproximadamente un 55 %. En algunas
realizaciones, se reduce el nivel de Lp(a) en al menos aproximadamente un 60 %. En algunas realizaciones, se reduce
el nivel de Lp(a) en al menos aproximadamente un 65 %.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un método para tratar o prevenir un trastorno relacionado con el
colesterol en un paciente, comprendiendo el método administrar a un paciente que lo necesite una dosis de
aproximadamente 10 mg a aproximadamente 480 mg de al menos un anticuerpo anti-PCSK9 descrito en el presente
documento. En algunas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 70 mg de al menos
un anticuerpo anti-PCSK9 administrado una vez a la semana (QW). En algunas realizaciones, la dosis es de
aproximadamente 14 mg a aproximadamente 35 mg de al menos un anticuerpo anti-PCSK9 administrada una vez a
la semana. En algunas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 70 mg a aproximadamente 420 mg de al menos
un anticuerpo anti-PCSK9 administrado una vez cada 2 semanas (Q2W). En algunas realizaciones, la dosis es de
aproximadamente 70 mg a aproximadamente 350 mg de al menos un anticuerpo anti-PCSK9 administrado una vez
cada 2 semanas (Q2W). En algunas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 105 mg a aproximadamente
350 mg de al menos un anticuerpo anti-PCSK9 administrado una vez cada 2 semanas (Q2W). En algunas
realizaciones, la dosis es de aproximadamente 140 mg a aproximadamente 280 mg de al menos un anticuerpo anti-
PCSK9 administrado una vez cada 2 semanas (Q2W). En algunas realizaciones, la dosis es de aproximadamente
250 mg a aproximadamente 480 mg de al menos un anticuerpo anti-PCSK9 administrado una vez cada 4 semanas
(Q4W). En algunas realizaciones, la dosis es de aproximadamente 280 mg a aproximadamente 420 mg de al menos
un anticuerpo anti-PCSK9 administrado una vez cada 2 semanas (Q2W). En algunas realizaciones, la dosis es de
aproximadamente 350 mg a aproximadamente 420 mg de al menos un anticuerpo anti-PCSK9 administrado una vez
cada 2 semanas (Q4W). En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos
aproximadamente un 30 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al
menos aproximadamente un 35 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce
en al menos aproximadamente un 40 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se
reduce en al menos aproximadamente un 45 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL
se reduce en al menos aproximadamente un 50 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a
LDL se reduce en al menos aproximadamente un 55 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado
a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 60 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol
asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 65 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de
colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 70 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico
de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 75 %. En algunas realizaciones, el nivel
sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 80 %. En algunas realizaciones, el
nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 85 %. En algunas realizaciones,
el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 90 %. En algunas
realizaciones, el trastorno relacionado con el colesterol es hipercolesterolemia, hiperlipidemia o dislipidemia.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona un método para tratar o prevenir un trastorno relacionado con el
colesterol en un paciente, comprendiendo el método administrar a un paciente que no necesite, una dosis de al menos
un anticuerpo anti-PCSK9 y en donde la dosis de anticuerpo anti-PCSK9 se administra con una pauta seleccionada
entre el grupo que consiste en: (1) al menos aproximadamente 14 mg cada semana (QW); (2) al menos una cantidad
de aproximadamente 35 mg cada semana (QW); (3) al menos una cantidad de aproximadamente 70 mg cada dos
semanas (QW); (4) al menos una cantidad de aproximadamente 105 mg cada dos semanas (QW); (5) al menos una
cantidad de aproximadamente 140 mg cada dos semanas (Q2W); (6) al menos una cantidad de aproximadamente
280 mg cada dos semanas (Q2W); y (7) al menos una cantidad de aproximadamente 280 mg cada cuatro semanas
(Q4W); (8) al menos una cantidad de aproximadamente 350 cada cuatro semanas (Q4W); (9) al menos una cantidad
de aproximadamente 420 mg cada cuatro semanas (Q4W). En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol
asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 30 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de
colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 35 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico
de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 40 %. En algunas realizaciones, el nivel
sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 45 %. En algunas realizaciones, el
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nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 50 %. En algunas realizaciones,
el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 55 %. En algunas
realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 60 %. En
algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un 65 %.
En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente un
70 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos aproximadamente
un 75 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al menos
aproximadamente un 80 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce en al
menos aproximadamente un 85 %. En algunas realizaciones, el nivel sérico de colesterol asociado a LDL se reduce
en al menos aproximadamente un 90 %.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-PCSK9 es 21B12, 26H5, 31H4, 8A3, 11F1 y/o 8A1.

En algunas realizaciones, el trastorno relacionado con el colesterol es hipercolesterolemia, hiperlipidemia o
dislipidemia.

En algunos aspectos, la divulgacion proporciona formulaciones farmacéuticas que comprenden al menos un
anticuerpo anti-PCSK9 seleccionado entre el grupo que consiste en 21B12, 26H5, 31H4, 8A3, 11F1 y 8A1.

Otras realizaciones seran facilmente evidentes a partir de la divulgacion proporcionada en el presente documento.
Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1A representa una secuencia de aminoacidos de la forma madura de la PCSK9 con el prodominio
subrayado.

Las FIG. 1B1-1B4 representan secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos de PCSK9 con el prodominio
subrayado y la secuencia de sefial en negrita.

Las FIG. 2A-2D son tablas de comparacion de secuencia de diversas cadenas ligeras de diversas proteinas de
unién a antigeno. La FIG. 2C continua la secuencia iniciada en la FIG. 2A. La FIG. 2D continta la secuencia iniciada
en la FIG. 2B.

Las FIG. 3A-3D son tablas de comparacion de secuencia de diversas cadenas pesadas de diversas proteinas de
union a antigeno. La FIG. 3C continla la secuencia iniciada en la FIG. 3A. La FIG. 3D continda la secuencia iniciada
enlaFIG. 3B.

Las FIG. 3E-3JJ representan las secuencias de aminoacidos y acido nucleico para los dominios variables de
algunas realizaciones de las proteinas de unién a antigeno.

La FIG. 3KK representa las secuencias de aminoacidos para diversos dominios constantes.

Las FIG. 3LL-3BBB representan las secuencias de aminoacidos y acido nucleico para los dominios variables de
algunas realizaciones de las proteinas de union a antigeno.

Las FIG. 3CCC-3JJJ son tablas de comparacién de secuencia de diversas cadenas pesadas y ligeras de algunas
realizaciones de las proteinas de union a antigeno.

La FIG. 4A es una curva de unién de una proteina de unién a antigeno para PCSK9 humana.

La FIG. 4B es una curva de union de una proteina de unién a antigeno para PCSK9 humana.

La FIG. 4C es una curva de unién de una proteina de unién a antigeno para PCSK9 de cinomolgo.

La FIG. 4D es una curva de unién de una proteina de union a antigeno para PCSK9 de cinomolgo.

La FIG. 4E es una curva de unién de una proteina de unién a antigeno para PCSK9 de ratén.

La FIG. 4F es una curva de unidn de una proteina de unién a antigeno para PCSK9 de ratén.

La FIG. 5A representa los resultados de un experimento de SDS-PAGE que implica PCSK9 y varias proteinas de
unioén a antigeno que demuestra la pureza relativa y la concentracion de las proteinas.

Las FIG. 5B y 5C representan graficas de ensayos de equilibrio en solucién Biacore para 21B12.

La FIG. 5D representa la grafica de la cinética de un ensayo de captura Biacore.

La FIG. 5E representa un diagrama de barras que representan los resultados de preclasificacion para tres ABP.
La FIG. 6A es una curva de inhibicién de la proteina de unién a antigeno IgG2 31H4 dirigida contra PCSK9 en un
ensayo de union de PCSK9:LDLR in vitro.

La FIG. 6B es una curva de inhibicion de la proteina de unién a antigeno IgG4 31H4 dirigida contra PCSK9 en un
ensayo de unién de PCSK9:LDLR in vitro.

La FIG. 6C es una curva de inhibicion de la proteina de unién a antigeno IgG2 21B12 dirigida contra PCSK9 en un
ensayo de unién de PCSK9:LDLR in vitro.

La FIG. 6D es una curva de inhibicién de la proteina de unién a antigeno IgG4 21B12 dirigida contra PCSK9 en un
ensayo de unién de PCSK9:LDLR in vitro.

La FIG. 7A es una curva de inhibiciéon de la proteina de unién a antigeno IgG2 31H4 en el ensayo de captacion
celular de LDL que muestra el efecto de la ABP para reducir los efectos de bloqueo de la captacion de LDL de
PCSKO9.

La FIG. 7B es una curva de inhibicion de la proteina de unién a antigeno 1IgG4 31H4 en el ensayo de captacion
celular de LDL que muestra el efecto de la ABP para reducir los efectos de bloqueo de la captacion de LDL de
PCSKO9.

La FIG. 7C es una curva de inhibicion de la proteina de unién a antigeno IgG2 21B12 en el ensayo de captacion
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celular de LDL que muestra el efecto de la ABP para reducir los efectos de bloqueo de la captacién de LDL de
PCSKO9.

La FIG. 7D es una curva de inhibicion de la proteina de unién a antigeno IgG4 21B12 en el ensayo de captacion
celular de LDL que muestra el efecto de la ABP para reducir los efectos de bloqueo de la captacion de LDL de
PCSKO9.

La FIG. 8A es una grafica que representa la capacidad de reduccién del colesterol sérico en ratones de la ABP
31H4, cambios en relacién con los ratones tratados con IgG de control (* p< 0,01).

La FIG. 8B es una grafica que representa la capacidad de reduccién del colesterol sérico en ratones de la ABP
31H4, cambios en relacién con tiempo = cero horas (# p, 0,05).

La FIG. 8C es una grafica que representa el efecto de la ABP 31H4 en los niveles de colesterol asociado a HDL
en ratones C57B1/6 (* p< 0,01).

La FIG. 8D es una gréafica que representa el efecto de la ABP 31H4 en los niveles de colesterol asociado a HDL
en ratones C57B1/6 (# p< 0,05).

La FIG. 9 representa un andlisis de transferencia de Western de la capacidad de la ABP 31H4 para potenciar la
cantidad de proteina LDLR hepatica presente después de varios puntos de tiempo.

La FIG. 10A es una grafica que representa la capacidad de una proteina de unién a antigeno 31H4 para reducir el
colesterol sérico total relativo en ratones de tipo silvestre.

La FIG. 10B es una grafica que representa la capacidad de una proteina de unién a antigeno 31H4 para reducir
las HDL en ratones de tipo silvestre.

La FIG. 10C es una grafica que representa la capacidad reductora del colesterol sérico de diversas proteinas de
unién a antigeno 31H4 y 16F12.

La FIG. 11A representa un protocolo de inyeccion para evaluar la duracién y la capacidad de las proteinas de union
a antigeno para reducir el colesterol sérico.

La FIG. 11B es una grafica que representa los resultados del protocolo en la FIG. 11A.

La FIG. 12A representa los niveles de LDLR en respuesta a la combinacion de una estatina y la ABP 21B12 en
células HepG2.

La FIG. 12B representa los niveles de LDLR en respuesta a la combinaciéon de una estatina y la ABP 31H4 en
células HepG2.

La FIG. 12C representa los niveles de LDLR en respuesta a la combinacion de una estatina y la ABP 25A7.1, un
anticuerpo no neutralizante, (a diferencia del anticuerpo neutralizante "25A7") en células HepG2.

La FIG. 12D representa los niveles de LDLR en respuesta a la combinacion de una estatina y la ABP 21B12 en
células HepG2 que sobreexpresan PCSKO9.

La FIG. 12E representa los niveles de LDLR en respuesta a la combinaciéon de una estatina y la ABP 31H4 en
células HepG2 que sobreexpresan PCSKO.

La FIG. 12F representa los niveles de LDLR en respuesta a la combinacion de una estatina y la ABP 25A7.1, un
anticuerpo no neutralizante, (a diferencia del anticuerpo neutralizante "25A7") en células HepG2 que
sobreexpresan PCSKO9.

La FIG. 13A representa las diversas secuencias de aminoacidos de cadena ligera de varias ABP dirigidas contra
PCSKO. Los puntos (.) indican un aminoacido ausente.

La FIG. 13B representa un cladograma de cadena ligera para diversas ABP dirigidas contra PCSKO.

La FIG. 13C representa las diversas secuencias de aminoacidos de cadena pesada de varias ABP dirigidas contra
PCSKaO. Los puntos (.) indican un aminoacido ausente.

La FIG. 13D representa un dendrograma de cadena pesada para varias ABP dirigidas contra PCSKO.

La FIG. 13E representa una comparacion de las CDR de cadena ligera y pesada y la designacion de grupos de los
que obtener consenso.

La FIG. 13F representa las secuencias consenso para los grupos 1y 2.

La FIG. 13G representa las secuencias consenso para los grupos 3y 4.

La FIG. 13H representa las secuencias consenso para los grupos 1y 2. Los puntos (.) indican restos idénticos.
La FIG. 13l representa las secuencias consenso para el grupo 2. Los puntos (.) indican restos idénticos.

La FIG. 13J representa las secuencias consenso para los grupos 3 y 4. Los puntos (.) indican restos idénticos.

La FIG. 14 es una grafica que muestra la reduccion de los niveles de LDL-c en pacientes que reciben multiples
dosis de un anticuerpo anti-PCSK9 (21B12).

La FIG. 15 es una grafica que muestra la reduccion de los niveles de LDL-c en pacientes tratados con estatinas a
dosis de moderadas a elevadas que reciben multiples dosis de un anticuerpo anti-PCSK9 (21B12).

La FIG. 16 es una grafica que muestra la reduccion de los niveles de ApoB en pacientes que reciben multiples
dosis de un anticuerpo anti-PCSK9 (21B12).

La FIG. 17 es una grafica de barras que muestra la reduccion los niveles de lipoproteina a ("Lp(a)") en pacientes
tratados con estatinas a dosis de moderadas a elevadas que reciben multiples dosis de un anticuerpo anti-PCSK9
(21B12).

La FIG. 18 es una grafica que muestra la reduccién de los niveles de LDL-c en pacientes que tienen
hipercolesterolemia heterocigética familiar ("HeFH") que reciben mudltiples dosis de un anticuerpo anti-PCSK9
(21B12).

La FIG. 19 es una grafica que muestra la reduccién de los niveles de PCSK9 en pacientes que tienen
hipercolesterolemia heterocigética familiar ("HeFH") que reciben mudltiples dosis de un anticuerpo anti-PCSK9
(21B12).

La FIG. 20 es una grafica que muestra la reduccion de los niveles de colesterol total en pacientes que tienen
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hipercolesterolemia heterocigética familiar ("HeFH") que reciben multiples dosis de un anticuerpo anti-PCSK9
(21B12).

La FIG. 21 es una grafica que muestra la reduccién de los niveles de colesterol no-HDL en pacientes que tienen
hipercolesterolemia heterocigética familiar ("HeFH") que reciben mudltiples dosis de un anticuerpo anti-PCSK9
(21B12).

La FIG. 22 es una grafica que muestra la reduccion de los niveles de ApoB en pacientes que tienen
hipercolesterolemia heterocigética familiar ("HeFH") que reciben multiples dosis de un anticuerpo anti-PCSK9
(21B12).

La FIG. 23 es un diagrama de barras que muestra la reduccién de lipoproteina a ("Lp(a)") en pacientes que tienen
hipercolesterolemia heterocigética familiar ("HeFH") que reciben multiples dosis de un anticuerpo anti-PCSK9
(21B12).

La FIG. 24A es una grafica que muestra los datos agregados relativos a la reduccion de LDL-C en pacientes de
cuatro estudios descritos en los ejemplos 22-25 que recibieron varias dosis de un anticuerpo anti-PCSK9 (21B12)
cada dos semanas (Q2W) a lo largo de un periodo de 12 semanas.

La FIG. 24B es una grafica que muestra los datos agregados relativos a la reduccion de LDL-C en pacientes de
cuatro estudios descritos en los ejemplos 22-25 que recibieron varias dosis de un anticuerpo anti-PCSK9 (21B12)
cada cuatro semanas (Q4W) a lo largo de un periodo de 12 semanas.

La FIG. 25A es un diagrama de barras que muestra los datos agregados relativos a la reduccion de Lp(a) en
pacientes de cuatro estudios descritos en los ejemplos 22-25 que recibieron varias dosis de un anticuerpo anti-
PCSK9 (21B12) bien cada dos semanas (Q2W) o cada 4 semanas (Q4W) a lo largo de un periodo de 12 semanas.
La FIG. 25B es un diagrama de barras que muestra los datos agregados relativos a la reduccion de HDL-C en
pacientes de cuatro estudios descritos en los ejemplos 22-25 que recibieron varias dosis de un anticuerpo anti-
PCSK9 (21B12) bien cada dos semanas (Q2W) o cada 4 semanas (Q4W) a lo largo de un periodo de 12 semanas.
La FIG. 25C es un diagrama de barras que muestra los datos agregados relativos a la reduccion de triglicéridos en
pacientes de cuatro estudios descritos en los ejemplos 22-25 que recibieron varias dosis de un anticuerpo anti-
PCSK9 (21B12) bien cada dos semanas (Q2W) o cada 4 semanas (Q4W) a lo largo de un periodo de 12 semanas.
La FIG. 25D es un diagrama de barras que muestra los datos agregados relativos a la reduccion de VLDL-C en
pacientes de cuatro estudios descritos en los ejemplos 22-25 que recibieron varias dosis de un anticuerpo anti-
PCSK9 (21B12) bien cada dos semanas (Q2W) o cada 4 semanas (Q4W) a lo largo de un periodo de 12 semanas.
La FIG. 26 es un diagrama de barras que muestra la viscosidad de formulaciones de anticuerpo anti-PCSK9
(21B12) que contienen diversos estabilizantes/excipientes.

La FIG. 27 es una grafica que muestra que el estabilizante/excipiente, prolina, tiene la capacidad de reducir la
viscosidad de las formulaciones de anticuerpo anti-PCSK9 (21B12) que tienen elevadas concentraciones de
proteina.

La FIG. 28A es un diagrama de barras que muestra la viscosidad de diversas concentraciones de anticuerpo anti-
PCSK9, 21B12, en una formulacion que contiene acetato de sodio 10 MM y sacarosa al 9 % a pH 5,2a 25°Cy
40 °C.

La figura 28B es un diagrama de barras que muestra la viscosidad de diversas concentraciones de anticuerpo anti-
PCSK9, 21B12, en una formulacion que contiene acetato de sodio 10 MM y sacarosa al 9 % a pH 5,2a 25°Cy
40 °C, en comparacion con una formulacién que comprende acetato de sodio 10 mM, arginina 125 mM y sacarosa
al3%apH5,0a25°Cy40 °C.

La figura 28C es un diagrama de barras que muestra la viscosidad de diversas concentraciones de anticuerpo anti-
PCSK9, 21B12, en una formulaciéon que contiene acetato de sodio 10 mM y sacarosa al 9 % a pH 5,2a 25°Cy
40 °C, en comparacion con una formulacion que comprende acetato de sodio 10 mM, metionina 100 mM y
sacarosa al 4 % apH 5,0 a 25 °Cy 40 °C.

La figura 28D es un diagrama de barras que muestra la viscosidad de diversas concentraciones de anticuerpo anti-
PCSK9, 21B12, en una formulacion que contiene acetato de sodio 10 MM y sacarosa al 9 % a pH 5,2a 25°Cy
40 °C, en comparacion con una formulacién que comprende acetato de sodio 10 mM y prolina 250 mM, a pH 5,0
a25°Cy40-°C.

La FIG. 29A es un diagrama de barras que muestra el nimero de particulas de 10 um en diversas formulaciones
de anticuerpo anti-PCSK9 (es decir, 21B12) a lo largo de un periodo de 6 minutos.

La FIG. 29B es un diagrama de barras que muestra el nimero de particulas de 25 ym en diversas formulaciones
de anticuerpo anti-PCSK9 (es decir, 21B12) a lo largo de un periodo de 6 minutos.

La FIG. 30A es un diagrama de barras que muestra el numero de particulas de 10 um en diversas formulaciones
de anticuerpo anti-PCSKO9 (es decir, 11F1) a lo largo de un periodo de 4 minutos.

La FIG. 30B es un diagrama de barras que muestra el numero de particulas de 25 ym en diversas formulaciones
de anticuerpo anti-PCSK9 (es decir, 11F1) a lo largo de un periodo de 4 minutos.

La figura 31 es una grafica que ilustra la especificidad de unién de 11F1 en un ensayo de competicién con PCSKP,
PCSK2, PCSK1, PCSKY7 y furina con la DO4so representada en el eje vertical y la concentracién de PCSK9 (ug/ml)
representada en el eje horizontal.

La figura 32 es una gréfica que muestra la curva de respuesta a la dosis para la inhibicién de la uniéon de PCSK9
a LDLR:D374Y mediante 11F1 en un ensayo de competicién, con la DOasso representada en el eje vertical y el Log
[11F1] (pM) representado en el eje horizontal.

La figura 33 es una grafica que representa la curva de respuesta a la dosis para la inhibicion de la uniéon de PCSK9
a LDLR:TS por 11F1 en un ensayo de competicion, con la DO4so representada en el eje vertical y el Log [11f1] (pM)
representado en el eje horizontal.
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La figura 34 es una grafica que representa la curva de respuesta a la dosis para la capacidad de 11F1 para bloquear
la reduccion de la captacion de LDL mediada por D374Y PCSK9 humana en células HepG2, con las unidades de
fluorescencia relativas (x10*) representadas en el eje vertical y el Log [11F1] (nM) representado en el eje horizontal.
La figura 35 es una grafica que representa la curva de respuesta a la dosis para la capacidad de 11F1 para bloquear
la reduccion de la captacion de LDL mediada por TS PCSK9 humana en células HepG2, con las unidades de
fluorescencia relativas representadas(x10%) en el eje vertical y el Log [11F1] (nM) representado en el eje horizontal.
La figura 36 es un diagrama de barras que representa el efecto de 11F1 y 8A3 en el colesterol no-HDL sérico en
ratones que expresan PCSK9 humana mediante AAV con la concentracion sérica de no-HDL-C (mg/ml) en el eje
vertical y el tiempo después de la inyeccion (dias) representado en el eje horizontal.

La figura 37 es un diagrama de barras que representa el efecto de 11F1 y 8A3 en el colesterol sérico total en
ratones que expresan PCSK9 humana mediante AAV con el colesterol sérico total (mg/ml) en el eje vertical y el
tiempo después de la inyeccion (dias) representado en el eje horizontal.

La figura 38 es un diagrama de barras que representa el efecto de 11F1 y 8A3 en el colesterol asociado a HDL
sérico (HDL-C) en ratones que expresan PCSK9 humana mediante AAV con el HDL-C (mg/ml) en el eje vertical y
el tiempo después de la inyeccion (dias) representado en el eje horizontal.

La figura 39 es una grafica que representa los perfiles de concentracion de anticuerpo IgG2 8A3 y 11F1 en ratones
que expresan PCSK9 humana mediante AAV con la concentracion sérica de anticuerpo (ng/ml) representada en
el eje vertical y el tiempo después de la inyeccion en dias representado en el eje horizontal.

La figura 40 es una tabla que resume los parametros PK para las IgG2 11F1 y 8A3 en ratones que expresan
PCSK9 humana mediante AAV.

La figura 41 es una grafica que representa el efecto de una sola administracidon subcutédnea de un anticuerpo anti-
KLH (control), 21B12, 8A3 y 11F1 en la concentracién sérica de LDL (LDL-C) en monos cinomolgos, con LDL-C
(mg/dl) representado en el eje vertical y el tiempo después de la administracion en dias en el eje horizontal.

La figura 42 es una grafica que representa el efecto de una sola administraciéon subcutanea de un anticuerpo anti-
KLH (control), 21B12, 8A3 y 11F1 en el colesterol sérico total en monos cinomolgos, con la concentracion de
colesterol total (mg/dl) representada en el eje vertical y el tiempo después de la administracion en dias en el eje
horizontal.

La figura 43 es una grafica que representa el efecto de una sola administracidon subcutdnea de un anticuerpo anti-
KLH (control), 21B12, 8A3 y 11F1 en el colesterol asociado a HDL sérico en monos cinomolgos, con HDL-C (mg/dl)
representado en el eje vertical y el tiempo después de la administracién en dias en el eje horizontal.

La figura 44 es una grafica que representa el efecto de una sola administracidon subcutédnea de un anticuerpo anti-
KLH (control), 21B12, 8A3 y 11F1 en los triglicéridos séricos en monos cinomolgos, con la concentracion de
triglicéridos séricos (mg/dl) representada en el eje vertical y el tiempo después de la administracién en dias en el
eje horizontal.

La figura 45 es una grafica que representa el efecto de una sola administraciéon subcutanea de un anticuerpo anti-
KLH (control), 21B12, 8A3 y 11F1 en la apolipoproteina B (ApoB) en monos cinomolgos, con la concentracion de
APOB (mg/dl) representada en el eje vertical y el tiempo después de la administracion en dias en el eje horizontal.
La figura 46 es una grafica que representa los perfiles farmacocinéticos medios para el anticuerpo anti-KLH
(control), 21B12, 8A3 y 11F1 en monos cinomolgos, con las concentraciones de anticuerpo (ng/ml) representadas
en el eje vertical y el tiempo después de la administracién en dias en el eje horizontal.

La figura 47 es una tabla que resume los parametros PK para el anticuerpo anti-KLH (control), 21B12, 8A3 y 11F1
en monos cinomolgos.

Descripcion detallada de ciertas realizaciones ejemplares

En el presente documento se divulgan proteinas de unién a antigeno (tales como anticuerpos y fragmentos de unién
funcionales de los mismos) que se unen a PCSK9. En algunas realizaciones, las proteinas de unién a antigeno se
unen a PCSK9 e impiden el funcionamiento de PCSK9 de varias maneras. En algunas realizaciones, la proteina de
unioén a antigeno bloquea o reduce la capacidad de PCSK9 para interactuar con otras sustancias. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, la proteina de unién a antigeno se une a PCSK9 de un modo que impide o reduce la probabilidad
de que PCSK9 se una a LDLR. En otras realizaciones, las proteinas de unién a antigeno se unen a PCSK9 pero no
bloquean la capacidad de PCSK9 para interactuar con LDLR. En algunas realizaciones, las proteinas de unién a
antigeno son anticuerpos monoclonales humanos.

Como apreciara un experto en la materia, a la luz de la presente divulgacion, la alteracién de las interacciones entre
PCSK9 y LDLR puede aumentar la cantidad de LDLR disponible para su unién a LDL, lo que a su vez reduce la
cantidad de LDL sérico en un sujeto, dando como resultado una reduccion en el nivel sérico de colesterol en el sujeto.
Como tales, las proteinas de unién a antigeno dirigidas contra PCSK9 pueden usarse en diversos métodos y
formulaciones para tratar a sujetos con niveles séricos de colesterol elevados, en riesgo de tener niveles séricos de
colesterol elevados o que podrian beneficiarse de una reducciéon en sus niveles séricos de colesterol. Por tanto,
también se describen en el presente documento diversos métodos y técnicas para reducir, mantener o prevenir un
aumento en el colesterol sérico. En algunas realizaciones, la proteina de unién a antigeno permite la union entre
PCSK9 y LDLR, pero la proteina de unién a antigeno previene o reduce la actividad adversa de PCKS9 sobre LDLR.
En algunas realizaciones, la proteina de unién a antigeno previene o reduce la uniéon de PCSK9 a LDLR.

Por conveniencia, las secciones a continuacién indican de manera general los diversos significados de los términos
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usados en el presente documento. Después de este analisis, se analizan aspectos generales referentes a proteinas
de unioén a antigeno, seguidos de ejemplos especificos que demuestran las propiedades de diversas realizaciones de
las proteinas de unién a antigeno y como pueden emplearse.

Definiciones y realizaciones

Ha de entenderse que tanto la descripcion general anterior como la siguiente descripcion detallada son tan solo
ejemplares y explicativas y no son restrictivas de la invencién como se reivindica. En la presente solicitud, el uso del
singular incluye el plural a menos que se indique especificamente otra cosa. En la presente solicitud, el uso de "o"
significa "y/0" a menos que se indique otra cosa. Ademas, el uso del término "incluyendo", asi como otras formas, tales
como "incluye” e "incluido", no es limitante. Asimismo, los términos, tales como "elemento" o "componente" abarcan
tanto elementos como componentes que comprenden una unidad y elementos y componentes que comprenden mas
de una subunidad, a menos que se indique especificamente otra cosa. Asimismo, el uso del término "porcién" puede
incluir parte de un resto o el resto completo.

Los encabezados de seccion usados en el presente documento tienen fines organizativos solamente, y no deben
considerarse como limitantes de la materia objeto descrita. Como se utiliza de acuerdo con la presente divulgacion,
ha de entenderse que los siguientes términos, a menos que se indique otra cosa, tienen los siguientes significados:

La expresion "proproteina convertasa subtilisina/quexina tipo 9" o "PCSK9" se refiere a un polipéptido como se
expone en la SEQ ID NO: 1 y/o 3 o fragmentos del mismo, asi como polipéptidos relacionados, que incluyen, pero
sin limitacién, variantes alélicas, variantes de corte y empalme, variantes derivadas, variantes de sustitucion,
variantes de eliminacién y/o variantes de insercién que incluyen la adicion de una metionina N-terminal,
polipéptidos de fusidon y homdlogos entre especies. En determinadas realizaciones, un polipéptido de PCSK9
incluye restos terminales, tales como, pero sin limitacion, restos de la secuencia lider, restos de direccionamiento,
restos de metionina amino terminales, restos de lisina, restos de marcador y/o restos de proteina de fusion.
"PCSK9" también se ha denominado FH3, NARC1, HCHOLAS, proproteina convertasa subtilisina/quexina tipo 9 y
convertasa neural 1 regulada por apoptosis. El gen de PCSK9 codifica una proteina proproteina convertasa que
pertenece a la subfamilia de proteinasa K de la familia de subtilasas secretorias. El término "PCSK9" indica tanto
la proproteina como el producto generado después de la autocatalisis de la proproteina. Cuando se hace referencia
unicamente al producto autocatalizado (tal como para una proteina de unién a antigeno que se une selectivamente
a la PCSK9 escindida), la proteina puede citarse como la PCSK9 "madura”, "escindida", "procesada" o "activa".
Cuando se hace referencia Unicamente a la forma inactiva, la proteina puede citarse como la forma "inactiva", de
"proforma" o "no procesada" de PCSK9. El término PCSK9, como se usa en el presente documento, también
incluye alelos de origen natural, tales como las mutaciones D374Y, S127R y F216L. El término PCSK9 también
abarca moléculas de PCSK9 que incorporan modificaciones postraduccionales de la secuencia de aminoacidos de
PCSK9, tales como secuencias de PCSK9 que se han glucosilado, PEGilado, secuencias de PCSK9 de las que
se ha escindido la secuencia de sefial, secuencias de PCSK9 de las que se ha escindido su prodominio del dominio
catalitico pero que no se han separado del dominio catalitico (por ejemplo, las FIG. 1Ay 1B).

La expresion "actividad PCSK9" incluye cualquier efecto biolégico de PCSK9. En determinadas realizaciones, la
actividad PCSKO incluye la capacidad de PCSK9 para interactuar o unirse a un sustrato o receptor. En algunas
realizaciones, la actividad PCSK9 se representa por la capacidad de PCSK9 para unirse a un receptor de LDL
(LDLR). En algunas realizaciones, PCSK9 se une a y cataliza una reacciéon que implica LDLR. En algunas
realizaciones, la actividad PCSK9 incluye la capacidad de PCSK9 para alterar (por ejemplo, reducir) la
disponibilidad de LDLR. En algunas realizaciones, la actividad PCSK9 incluye la capacidad de PCSK9 para
aumentar la cantidad de LDL en un sujeto. En algunas realizaciones, la actividad PCSK9 incluye la capacidad de
PCSK9 para reducir la cantidad de LDLR que se encuentra disponible para su union a LDL. En algunas
realizaciones, la "actividad PCSK9" incluye cualquier actividad bioldgica que resulta de la sefalizacion de PCSK9.
Las actividades ejemplares incluyen, pero sin limitacion, la uniéon de PCSK9 a LDLR, la actividad enzimatica de
PCSK9 que escinde LDLR u otras proteinas, la unién de PCSK9 a proteinas distintas de LDLR que facilitan la
accion de PCSKaO, la alteracion por PCSK9 de la secrecion de APOB (Sun X-M et al., "Evidence for effect of mutant
PCSK9 on apoliprotein B secretion as the cause of unusually severe dominant hypercholesterolemia”, Human
Molecular Genetics 14: 1161-1169, 2005 y Ouguerram K et al, "Apolipoprotein B100 metabolism in autosomal-
dominant hypercholesterolemia related to mutations in PCSK9", Arterioscler thromb Vasc Biol. 24: 1448-1453,
2004), el papel de PCSK9 en la regeneracion hepatica y la diferenciacion de células neuronales (Seidah NG et al.,
"The secretory proprotein convertase neural apoptosis-regulated convertase 1 (NARC-1): Liver regeneration and
neuronal differentiation" PNAS 100: 928-933, 2003) y el papel de PCSK9 en el metabolismo de la glucosa hepatica
(Costet et al., "Hepatic PCSK9 expression is regulated by nutritional status via insulin and sterol regulatory element-
binding protein 1¢" J. Biol. Chem. 281(10):6211-18, 2006).

El término "hipercolesterolemia”, como se usa en el presente documento, se refiere a una afeccién en la que los
niveles de colesterol estan elevados por encima de un nivel deseado. En algunas realizaciones, esto indica que
los niveles séricos de colesterol estan elevados. En algunas realizaciones, el nivel deseado toma en cuenta varios
"factores de riesgo" que son conocidos por un experto en la materia (y se describen o citan en el presente
documento).

El término "polinucledtido” o "acido nucleico" incluye polimeros de nucledtidos tanto monocatenarios como
bicatenarios. Los nucledtidos que comprenden el polinucledtido pueden ser ribonucleétidos o
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desoxirribonucleétidos o una forma modificada de cualquiera de los dos tipos de nucleétido. Dichas modificaciones
incluyen modificaciones de bases, tales como derivados de bromouridina e inosina, modificaciones de ribosa, tales
como 2’,3’-didesoxirribosa y modificaciones de enlace entre nucleétidos, tales como fosforotioato, fosforoditioato,
fosforoselenoato, fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforoaniladato y fosforamidato.

El término "oligonucledtido” significa un polinucledtido que comprende 200 o menos nucleétidos. En algunas
realizaciones, los oligonucledtidos tienen una longitud de 10 a 60 bases. En otras realizaciones, los
oligonucledtidos tienen 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 a 40 nucledtidos de longitud. Los oligonucleétidos pueden
ser monocatenarios o bicatenarios, por ejemplo, para su uso en la construccion de un gen mutante. Los
oligonucledtidos pueden ser oligonucledtidos codificantes o no codificantes. Un oligonucledtido puede incluir un
marcador, incluyendo un radiomarcador, un marcador fluorescente, un hapteno o un marcador antigénico, para
ensayos de deteccion. Los oligonucleotidos pueden usarse, por ejemplo, como cebadores para la PCR, cebadores
de clonacién o sondas de hibridacion.

Una "molécula de acido nucleico aislada" significa un ARN o ARN de origen genémico, ARNm, ADNc o sintético o
alguna combinacion de los mismos que no esta asociada con la totalidad o una porcién de un polinucleétido en la
que se encuentra el polinucleétido aislado en la naturaleza o esta unido a un polinucleétido al que no esta unido
en la naturaleza. A efectos de la presente divulgacion, ha de entenderse que "una molécula de acido nucleico que
comprende" una secuencia de nucledtidos particular no abarca cromosomas intactos. Las moléculas de acido
nucleico aisladas "que comprenden" secuencias de acido nucleico especificas pueden incluir, ademas de las
secuencias especificadas, secuencias codificantes para hasta diez o incluso hasta veinte proteinas distintas o
porciones de las mismas o pueden incluir secuencias reguladoras unidas operativamente que controlan la
expresion de la regién codificante de las secuencias de acido nucleico citadas y/o pueden incluir secuencias de
vector.

A menos que se especifique otra cosa, el extremo izquierdo de cualquier secuencia de polinucleétido
monocatenaria analizada en el presente documento es el extremo 5’; la direccidon hacia la izquierda de las
secuencias de polinucledétidos bicatenarias se cita como la direccién 5'. La direccidon de adicion de 5’ a 3’ de los
transcritos de ARN nacientes se cita como la direccién de transcripcion; las regiones de secuencia en la hebra de
ADN que tienen la misma secuencia que el transcrito de ARN que se encuentran en 5’ respecto del extremo 5’ del
transcrito de ARN se denominan "secuencias cadena arriba"; las regiones de secuencia en la hebra de ADN que
tienen la misma secuencia que el transcrito de ARN que se encuentran en 3’ respecto del extremo 3’ del transcrito
de ARN se denominan "secuencias cadena abajo". La expresion "secuencia de control" se refiere a una secuencia
de polinucledtido que puede afectar a la expresién y el procesamiento de secuencias codificantes a las que esta
ligada. La naturaleza de dichas secuencias de control puede depender del organismo hospedador. En realizaciones
particulares, las secuencias de control para procariotas pueden incluir un promotor, un sitio de unioén ribosomal y
una secuencia de terminacion de la transcripcion. Por ejemplo, las secuencias de control para eucariotas pueden
incluir promotores que comprenden uno o una pluralidad de sitios de reconocimiento para factores de transcripcion,
secuencias potenciadoras de la transcripcion y secuencias de terminacion de la transcripcion. Las "secuencias de
control" pueden incluir secuencias lider y/o secuencias de compafero de fusion. El término "vector" significa
cualquier molécula o entidad (por ejemplo, acido nucleico, plasmido, bacteriéfago o virus) usada para transferir
informacién codificante de proteinas a una célula hospedadora.

La expresion "vector de expresion" o "construccion de expresion" se refiere a un vector que es adecuado para la
transformacion de una célula hospedadora y contiene secuencias de acido nucleico que dirigen y/o controlan (junto
con la célula hospedadora) la expresion de una o mas regiones codificantes heterélogas unidas operativamente a
las mismas. Una construccion de expresion puede incluir, pero sin limitacidn, secuencias que afectan o controlan
la transcripcion, la traduccion y, en caso de que haya presencia de intrones, afectan al corte y empalme de ARN
de una region codificante unida operativamente a las mismas.

Como se usa en el presente documento, "unido operativamente" significa que los componentes a los que se aplica
el término se encuentran en una relacion que les permite llevar a cabo sus funciones inherentes en condiciones
adecuadas. Por ejemplo, una secuencia de control en un vector que esta "unida operativamente" a una secuencia
codificante de proteina, esta ligada a la misma de tal forma que se logra la expresién de la secuencia codificante
de proteina en condiciones compatibles con la actividad transcripcional de las secuencias de control. La expresion
"célula hospedadora" significa una célula que se ha transformado o tiene la capacidad de transformarse, con una
secuencia de acido nucleico y de este modo, expresa un gen de interés. El término incluye la descendencia de la
célula precursora, ya sea idéntica o no la descendencia en cuanto a su morfologia 0 composicién genética a la de
la célula precursora original, en tanto que esté presente el gen de interés.

El término "transfeccion" significa la captacion de ADN extrafio o exdgeno por una célula y una célula se ha
"transfectado" cuando el ADN exdgeno se ha introducido dentro de la membrana celular. Se conoce bien en la
técnica una serie técnicas de transfeccion y se divulgan en el presente documento. Véase, por ejemplo, Graham
etal., 1973, Virology 52:456; Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, anteriormente citado;
Davis et al., 1986, Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier; Chu et al., 1981, Gene 13:197. Dichas técnicas
pueden usarse para introducir uno o mas restos de ADN exdgenos en células hospedadoras adecuadas.

El término "transformacién” se refiere a un cambio en las caracteristicas genéticas de una célula y una célula se
ha transformado cuando se ha modificado para que contenga ADN o ARN nuevo. Por ejemplo, una célula esta
transformada en caso de que esté genéticamente modificada con respecto a su estado nativo mediante la
introduccion de nuevo material genético mediante transfeccién, transduccién u otras técnicas. Después de la
transfeccion o transduccién, el ADN transformante puede recombinarse con el de la célula integrandose
fisicamente en el cromosoma de la célula o puede mantenerse transitoriamente como un elemento episémico sin
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replicarse o puede replicarse de manera independiente como un plasmido. Se considera que una célula se ha
"transformado de manera estable" cuando el ADN transformante se replica con la divisién de la célula.

Los términos "polipéptido" o "proteina" significan una macromolécula que tiene la secuencia de aminoacidos de
una proteina nativa, es decir, una proteina producida por una célula de origen natural y no recombinante; o se
produce por una célula modificada por ingenieria genética o recombinante y comprende moléculas que tienen la
secuencia de aminoacidos de la proteina nativa o moléculas que tienen eliminaciones, adiciones y/o sustituciones
de uno o mas aminoacidos de la secuencia nativa. El término también incluye polimeros de aminoacidos en los
que uno o0 mas aminoacidos son analogos quimicos de un aminoacido correspondiente de origen natural y
polimeros. Los términos "polipéptido" y "proteina" abarcan especificamente proteinas de unién a antigeno,
anticuerpos o secuencias que tienen eliminaciones, adiciones y/o sustituciones de uno o0 mas aminoacidos de una
proteina de unién a antigeno dirigida contra PCSK9. La expresion "fragmento de polipéptido" se refiere a un
polipéptido que tiene una eliminacion aminoterminal, una eliminacién carboxiterminal y/o una eliminacién interna,
en comparacion con la proteina nativa de longitud completa. Dichos fragmentos también pueden contener
aminoacidos modificados, en comparacién con la proteina nativa. En determinadas realizaciones, los fragmentos
son de aproximadamente cinco a 500 aminoacidos de longitud. Por ejemplo, los fragmentos pueden tener al menos
5, 6, 8, 10, 14, 20, 50, 70, 100, 110, 150, 200, 250, 300, 350, 400 o0 450 aminoacidos de longitud. Los fragmentos
de polipéptido utiles incluyen fragmentos inmunoldégicamente funcionales de anticuerpos, incluyendo dominios de
union. En el caso de un anticuerpo de uniéon a PCSKO9, los fragmentos utiles incluyen, pero sin limitacion, una region
CDR, un dominio variable de una cadena pesada y/o ligera, una porciéon de una cadena de anticuerpo o solo su
regién variable que incluye dos CDR y similares.

La expresioén "proteina aislada" significa que una proteina concreta (1) esta libre de al menos alguna otra proteina
con la que normalmente podria encontrarse, (2) esta esencialmente libre de otras proteinas de la misma fuente,
por ejemplo, de la misma especie, (3) se expresa por una célula de una especie distinta, (4) se ha separado de al
menos un 50 por ciento de los polinucledtidos, lipidos, carbohidratos y otros materiales con los que esta asociada
en la naturaleza, (5) esta asociada operativamente (mediante interaccion covalente o no covalente) con un
polipéptido con el que no esta asociada en la naturaleza o (6) no se produce en la naturaleza. Normalmente, una
"proteina aislada" constituye al menos aproximadamente un 5 %, al menos aproximadamente un 10 %, al menos
aproximadamente un 25 % o al menos aproximadamente un 50 % de una muestra dada. EI ADN genémico, ADNc,
ARNm u otro ARN, de origen sintético o cualquier combinacion de los mismos puede codificar dicha proteina
aislada. Preferentemente, la proteina aislada esta sustancialmente libre de proteinas o polipéptidos u otros
contaminantes que se encuentran en su ambiente natural que podrian interferir con su uso terapéutico, diagnéstico,
profilactico, de investigacion u otros.

El término "aminoacido" incluye su significado normal en la técnica.

Una "variante" de un polipéptido (por ejemplo, una proteina de unién a antigeno o un anticuerpo) comprende una
secuencia de aminoacidos en donde uno o mas restos de aminoacido se insertan, eliminan y/o sustituyen en la
secuencia de aminoacidos en relacién con otra secuencia polipeptidica. Las variantes incluyen proteinas de fusion.
El término "identidad" se refiere a una relacién entre las secuencias de dos o mas moléculas de polipéptido o dos
0 mas moléculas de acido nucleico, determinada mediante alineamiento y comparacion de las secuencias. El
"porcentaje de identidad" significa el porcentaje de restos idénticos entre los aminoacidos o nucledtidos en las
moléculas comparadas y se calcula basandose en el tamafio de la mas pequefia de las moléculas que se estén
comparando. Para estos calculos, los huecos en los alineamientos (en caso de haberlos) se abordan
preferentemente mediante un modelo matematico o programa informatico particular (es decir, un "algoritmo"). Los
métodos que pueden usarse para calcular la identidad de los acidos nucleicos o los polipéptidos alineados incluyen
los descritos en Computational Molecular Biology, (Lesk, A. M., ed.), 1988, Nueva York: Oxford University Press;
Biocomputing Informatics and Genome Projects, (Smith, D. W., ed.), 1993, Nueva York: Academic Press; Computer
Analysis of Sequence Data, Parte |, (Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds.), 1994, Nueva Jersey: Humana Press; von
Heinje, G., 1987, Sequence Analysis in Molecular Biology, Nueva York: Academic Press; Sequence Analysis
Primer, (Gribskov, M. y Devereux, J., eds.), 1991, Nueva York: M. Stockton Press; y Carillo et al., 1988, SIAM J.
Applied Math. 48:1073.

Al calcular el porcentaje de identidad, las secuencias que se estan comparando normalmente se alinean de un modo
que proporciona el maximo grado de coincidencia entre las secuencias. Un ejemplo de un programa informatico que
puede usarse para determinar el porcentaje de identidad es el paquete informatico GCG, que incluye GAP (Devereux
et al., 1984, Nucl. Acid Res. 12:387; Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison, WI). El algoritmo
informatico GAP se usa para alinear los dos polipéptidos o polinucleétidos para los que se va a determinar el porcentaje
de identidad de secuencia. Las secuencias se alinean para un emparejamiento 6ptimo de sus aminoacidos o
nucleotidos respectivos (el "tramo emparejado”, determinado por el algoritmo). Se usan junto con el algoritmo una
penalizacion por apertura de hueco (que se calcula como 3x la diagonal media, en donde la "diagonal media" es la
media de la diagonal de la matriz de comparacién que se esta usando; la "diagonal" es la puntuaciéon el nimero
asignado a cada coincidencia de aminodcido perfecta por la matriz de comparacién) y una penalizacion por extension
de hueco (que normalmente es 1/10 veces la penalizacion por apertura de hueco), asi como una matriz de
comparacion, tal como PAM 250 o BLOSum 62. En determinadas realizaciones, el algoritmo también emplea una
matriz de comparacion estandar (véase Dayhoff et al., 1978, Atlas of Protein Sequence and Structure 5:345-352 para
la matriz de comparacion PAM 250; Henikoff et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89:10915-10919 para la matriz
de comparacion BLOSum 62).
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Los ejemplos de parametros que pueden emplearse a la hora de determinar el porcentaje de identidad para secuencias
de polipéptidos o nucledtidos usando el programa GAP son los siguientes:

* Algoritmo: Needleman et al., 1970, J. Mol. Biol. 48:443-453

* Matriz de comparacion: BLOSum 62 de Henikoff et al., 1992, anteriormente citado
* Penalizacién por hueco: 12 (pero sin penalizacion por huecos terminales)

* Penalizacién por longitud de hueco: 4

* Umbral de similitud: 0

Ciertos esquemas de alineamiento para alinear dos secuencias de aminoacidos pueden dar como resultado el
emparejamiento de tan solo una region corta de las dos secuencias y esta region pequefia alineada puede tener una
identidad de secuencia muy elevada, incluso a pesar de que no haya una relacion significativa entre las dos secuencias
de longitud completa. Por consiguiente, el método de alineamiento seleccionado (programa GAP) puede ajustarse, si
asi se desea, para dar como resultado un alineamiento que abarca al menos 50 u otro nimero de aminoacidos
contiguos del polipéptido diana.

Como se usa en el presente documento, los veinte aminoacidos convencionales (por ejemplo, de origen natural) y sus
abreviaturas siguen su uso convencional. Véase Immunology--A Synthesis (2.2 edicién, E. S. Golub y D. R. Gren, Eds.,
Sinauer Associates, Sunderland, Mass. (1991)). Los estereoisdmeros (por ejemplo, D-aminoacidos) de los veinte
aminoacidos convencionales, aminoacidos no naturales, tales como aminoacidos a-,a-disustituidos, N-alquil
aminoacidos, acido lactico u otros aminoacidos no convencionales también pueden ser componentes adecuados para
polipéptidos de la presente invencion. Los ejemplos de aminoacidos no convencionales incluyen: 4-hidroxiprolina, y-
carboxiglutamato, s-N,N,N-trimetil lisina, s-N-acetil lisina, O-fosfoserina, N-acetilserina, N-formilmetionina, 3-
metilhistidina, 5-hidroxilisina, o-N-metilarginina y otros aminoacidos e iminoacidos similares (por ejemplo, 4-
hidroxiprolina). En la notacion de polipéptidos usada en el presente documento, la direccion hacia la izquierda es la
direccién aminoterminal y la direcciéon hacia la derecha es la direccion carboxiterminal, de acuerdo con el uso y la
convencion convencional.

De forma similar, a menos que se especifique otra cosa, el extremo izquierdo de cualquier secuencia de polinucleétido
monocatenaria es el extremo 5’; la direccion hacia la izquierda de las secuencias de polinucledtidos bicatenarias se
cita como la direccion 5’. La direccién de adicion de 5’ a 3’ de los transcritos de ARN nacientes se cita como la direccion
de transcripcion; las regiones de secuencia en la hebra de ADN que tienen la misma secuencia que el ARN y que se
encuentran en 5’ respecto del extremo 5’ del transcrito de ARN se denominan "secuencias cadena arriba"; las regiones
de secuencia en la hebra de ADN que tienen la misma secuencia que el ARN y que se encuentran en 3’ respecto del
extremo 3’ del transcrito de ARN se denominan "secuencias cadena abajo".

Las sustituciones de aminoacidos conservativas pueden abarcar restos de aminoacidos de origen no natural, que
normalmente se incorporan mediante sintesis peptidica en lugar de mediante sintesis en sistemas biolégicos. Estos
incluyen peptidomiméticos y otras formas revertidas o invertidas de restos de aminoacidos.

Los restos de origen natural pueden dividirse en clases basandose en propiedades de cadena lateral comunes:

1) hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

2) hidrdfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

3) acidos: Asp, Glu;

4) basicos: His, Lys, Arg;

5) restos que influyen sobre la orientacion de la cadena: Gly, Pro; y
6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Por ejemplo, las sustituciones no conservativas pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases
por un miembro de otra clase. Dichos restos sustituidos pueden introducirse, por ejemplo, en regiones de un anticuerpo
humano que son homdlogas a las de anticuerpos no humanos o en las regiones no homdlogas de la molécula.

Al hacerse cambios en la proteina de uniéon a antigeno o la proteina PCSK9, de acuerdo con determinadas
realizaciones, puede tenerse en consideracion el indice hidropatico de los aminoacidos. A cada aminoacido se le ha
asignado un indice hidropético basandose en sus caracteristicas de hidrofobia y carga. Estos son: isoleucina (+4,5);
valina (+4,2); leucina (+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5); metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4);
treonina (-0,7); serina (-0,8); triptéfano (-0,9); tirosina (-1,3); prolina (-1,6); histidina (-3,2); glutamato (-3,5); glutamina
(-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5); lisina (-3,9); y arginina (-4,5).

Se comprende la importancia del indice hidropatico de aminoacidos a la hora de conferir una funcién biolégica
interactiva a una proteina. Kyte et al., J. Mol. Biol., 157:105-131 (1982). Se sabe que pueden sustituirse ciertos
aminoacidos por otros aminoacidos que tengan un indice hidropatico o una puntuacion similar y que sigan conservando
una actividad biolégica similar. Al hacer cambios basados en el indice hidropatico, en ciertas realizaciones, se incluye
la sustituciéon de aminoacidos cuyos indices hidropaticos se encuentran a +2. En determinadas realizaciones, se
incluyen aquellos que se encuentran a +1 y en ciertas realizaciones, se incluyen aquellos a +0,5.
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También se entiende en la técnica que la sustituciéon de aminoacidos similares puede efectuarse eficazmente
basandose en la hidrofilia, en particular cuando la proteina biolégicamente funcional o el péptido creado de este modo
esta pensado para su uso en realizaciones inmunoldgicas, como es el presente caso. En determinadas realizaciones,
la mayor hidrofilia media local de una proteina, regida por la hidrofilia de sus aminoacidos adyacentes, esta
correlacionada con su inmunogenicidad y antigenicidad, es decir, con una propiedad biolégica de la proteina.

Se han asignado los siguientes valores de hidrofilia a estos restos de aminoacido: arginina (+3,0); lisina (+3,0);
aspartato (+3,0 = 1); glutamato (+3,0 + 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-
0,4); prolina (-0,5 = 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8);
isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5) y triptéfano (-3,4). Al hacer cambios basandose en valores de
hidrofilia similares, en ciertas realizaciones, se incluye la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de hidrofilia se
encuentren a £2, en ciertas realizaciones, se incluyen aquellos que se encuentran a +1 y en ciertas realizaciones, se
incluyen aquellos a £0,5. También pueden identificarse epitopos de secuencias de aminoacidos primarias basandose
en la hidrofilia. Estas regiones también se citan como "regiones centrales epitdpicas".

Se exponen sustituciones de aminoacidos ejemplares en la tabla 1.

TABLA 1
Sustituciones de aminoacidos
Restos originales Sustituciones ejemplares Sustituciones preferentes
Ala Val, Leu, lle Val
Arg Lys, GIn, Asn Lys
Asn GIn Gin
Asp Glu Glu
Cys Ser, Ala Ser
Gin Asn Asn
Glu Asp Asp
Gly Pro, Ala Ala
His Asn, GIn, Lys, Arg Arg
lle Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucina Leu
Leu Norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys Arg, Acido 1,4-dfsr2inobut|'rico, Gln, Arg
Met Leu, Phe, lle Leu
Phe Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Gly
Ser Thr, Ala, Cys Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val lle, Met, Leu, Phe, Ala, Norleucina Leu

El término "derivado” se refiere a una molécula que incluye una modificacién quimica distinta de una insercion,
eliminacion o sustitucién de aminoéacidos (o acidos nucleicos). En determinadas realizaciones, los derivados
comprenden modificaciones covalentes, incluyendo, pero sin limitacién, enlace quimico con polimeros, lipidos u
otros restos organicos o inorganicos. En determinadas realizaciones, una proteina de unién a antigeno
quimicamente modificada puede tener una mayor semivida en circulaciéon que una proteina de unién a antigeno
que no se ha modificado quimicamente. En determinadas realizaciones, una proteina de unién a antigeno
quimicamente modificada puede tener una capacidad de direccionamiento mejorada hacia células, tejidos y/u
organos deseados. En algunas realizaciones, se modifica covalentemente una proteina de uniéon a antigeno
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derivada para que incluya una o mas uniones de polimero hidrosolubles, incluyendo, pero sin limitacion,
polietilenglicol, polioxietilenglicol o polipropilenglicol. Véanse, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos n.°:
4.640.835, 4.496.689, 4.301.144, 4.670.417, 4.791.192 y 4.179.337. En determinadas realizaciones, una proteina
de unién a antigeno derivada comprende uno o mas polimeros, incluyendo, pero sin limitacion, monometoxi-
polietilenglicol, dextrano, celulosa u otros polimeros a base de carbohidratos, poli-(N-vinilpirrolidona)-
polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, un copolimero de éxido de polipropileno/dxido de etileno, polioles
polioxietilados (por ejemplo, glicerol) y alcohol polivinilico, asi como mezclas de dichos polimeros.

En determinadas realizaciones, un derivado de modifica covalentemente con subunidades de polietilenglicol
(PEG). En determinadas realizaciones, se unen uno o mas polimeros hidrosolubles en una o mas posiciones
especificas, por ejemplo, en el extremo amino, de un derivado. En determinadas realizaciones, se acoplan
aleatoriamente uno o mas polimeros a una o mas cadenas laterales de un derivado. En determinadas
realizaciones, PEG se usa para mejorar la capacidad terapéutica para una proteina de unién a antigeno. En
determinadas realizaciones, se usa PEG para mejorar la capacidad terapéutica para un anticuerpo humanizado.
Se analizan algunos de estos métodos, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos n.° 6.133.426.

Los analogos peptidicos se usan comunmente en la industria farmacéutica como farmacos no peptidicos con
propiedades analogas a las del péptido molde. Estos tipos de compuesto no peptidico se denominan "miméticos
peptidicos" o "peptidomiméticos". Fauchere, J., Adv. Drug Res., 15:29 (1986); Veber y Freidinger, TINS, p.392
(1985); y Evans et al., J. Med. Chem., 30:1229 (1987). Normalmente, dichos compuestos se desarrollan con la
ayuda de modelado molecular computarizado. Los miméticos peptidicos que son estructuralmente similares a
péptidos terapéuticamente utiles pueden usarse para producir un efecto terapéutico o profilactico similar. En
general, los peptidomiméticos son estructuralmente similares a un polipéptido paradigma (es decir, un polipéptido
que tiene una propiedad bioquimica o una actividad farmacoldgica), tal como un anticuerpo humano, pero tienen
uno o mas enlaces peptidicos opcionalmente reemplazados por un enlace seleccionado entre: --CH2NH--, --CH2S-
-, =-CH2-CHz--, --CH=CH-(cis y trans), --COCH2--, --CH(OH)CH2-- y --CH2SO--, mediante métodos bien conocidos
en la técnica. La sustitucion sistematica de uno o mas aminoacidos de una secuencia consenso con un D-
aminoacido del mismo tipo (por ejemplo, D-lisina en lugar de L-lisina) puede usarse en ciertas realizaciones para
generar péptidos mas estables. Ademas, los péptidos restringidos que comprenden una secuencia consenso o
una variacién de la secuencia consenso sustancialmente idéntica pueden generarse mediante métodos conocidos
en la técnica (Rizo y Gierasch, Ann. Rev. Biochem., 61:387 (1992); por ejemplo, mediante la adicién de restos de
cisteina internos capaces de formar puentes disulfuro intramoleculares que ciclan al péptido. La expresion "de
origen natural", como se usa a lo largo de la memoria descriptiva en relacién con materiales bioldgicos, tales como
polipéptidos, acidos nucleicos, células hospedadoras y similares, se refiere a materiales que se encuentran en la
naturaleza o una forma de los materiales que se encuentra en la naturaleza.

Una "proteina de unién a antigeno" ("ABP"), como se usa en el presente documento, significa cualquier proteina
que se une a un antigeno diana especifico. En la presente solicitud, el antigeno diana especificado es la proteina
PCSK9 o un fragmento de la misma. La "proteina de unién a antigeno” incluye, pero sin limitacién, anticuerpo y
partes de unién de los mismos, tales como fragmentos inmunoldgicamente funcionales. Los pepticuerpos son otro
ejemplo de proteinas de unién a antigeno. La expresion "fragmento inmunolégicamente funcional" (o simplemente
"fragmento") de un anticuerpo o proteina de unién a antigeno de cadena de inmunoglobulina (cadena ligera o
pesada), como se usa en el presente documento, es una especie de proteina de unién a antigeno que comprende
una porcién (independientemente de como se obtenga o sintetice dicha porcidén) de un anticuerpo que carece de
al menos algunos de los aminoacidos presentes en una cadena de longitud completa, pero que sigue siendo capaz
de unirse especificamente a un antigeno. Dichos fragmentos son biolégicamente activos, en tanto que se unen al
antigeno diana y pueden competir con otras proteinas de unién a antigeno, incluyendo anticuerpos intactos, por la
unién a un epitopo dado. En algunas realizaciones, los fragmentos son fragmentos neutralizantes. En algunas
realizaciones, los fragmentos pueden bloquear o reducir la probabilidad de la interacciéon entre LDLR y PCSK9. En
un aspecto, dicho fragmento conservara al menos una CDR presente en la cadena ligera o pesada de longitud
completa y en algunas realizaciones, comprendera una sola cadena pesada y/o cadena ligera o porcion de la
misma. Estos fragmentos biolégicamente activos pueden producirse mediante técnicas de ADN recombinante o
pueden producirse mediante escision enzimatica o quimica de proteinas de unién a antigeno, incluyendo
anticuerpos intactos. Los fragmentos de inmunoglobulina inmunolégicamente funcionales incluyen, pero sin
limitacion, Fab, un diacuerpo (dominio variable de cadena pesada en el mismo polipéptido que un dominio variable
de cadena ligera, conectado mediante un enlazador peptidico corto que es demasiado corto como para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena), Fab', F(ab')., Fv, anticuerpos de dominio y
anticuerpos monocatenarios y pueden proceder de cualquier fuente de mamifero, incluyendo, pero sin limitacién,
ser humano, raton, rata, camélido o conejo. Ademas, se contempla que una porcion funcional de las proteinas de
unién a antigeno divulgadas en el presente documento, por ejemplo, una o0 mas CDR, pueden estar unidas
covalentemente a una segunda proteina o a una molécula pequefia para crear un agente terapéutico dirigido contra
una diana particular en el organismo, que posee propiedades terapéuticas bifuncionales o que tiene una semivida
en suero prolongada. Como apreciara un experto en la materia, una proteina de unién a antigeno puede incluir
componentes no proteicos. En algunas secciones de la presente divulgacion, los ejemplos de ABP se describen
en el presente documento en términos de "ndmero/letra/nimero” (por ejemplo, 25A7). En estos casos, el nombre
exacto indica un anticuerpo especifico. Es decir, una ABP denominada 25A7 no es necesariamente la misma que
un anticuerpo denominado 25A7.1, (a menos que se ensefien explicitamente como iguales en la memoria
descriptiva, por ejemplo, 25A7 y 25A7.3). Como apreciara un experto en la materia, en algunas realizaciones,
LDLR no es una proteina de unién a antigeno. En algunas realizaciones, las subsecciones de unién de LDLR no
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son proteinas de unién a antigeno, por ejemplo, EGFa. En algunas realizaciones, otras moléculas a través de las
cuales sefaliza PCSK9 in vivo no son proteinas de union a antigeno. Dichas realizaciones se identificaran
explicitamente como tales.

Ciertas proteinas de union a antigeno descritas en el presente documento son anticuerpos o derivan de
anticuerpos. En determinadas realizaciones, la estructura polipeptidica de las proteinas de unién a antigeno esta
basada en anticuerpos, incluyendo, pero sin limitacién, anticuerpos monoclonales, anticuerpos biespecificos,
minicuerpos, anticuerpos de dominio, anticuerpos sintéticos (en ocasiones citados en el presente documento como
"miméticos de anticuerpo"), anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos humanos, fusiones de
anticuerpo (en ocasiones citadas en el presente documento como "conjugados de anticuerpos”) y fragmentos de
los mismos, respectivamente. En algunas realizaciones, la ABP comprende o consiste en avimeros (péptido de
union estrecha). Estas diversas proteinas de uniéon a antigeno se describen adicionalmente en el presente
documento.

Una regién "Fc" comprende dos fragmentos de cadena pesada que comprenden los dominios Cx1 y CH2 de un
anticuerpo. Los dos fragmentos de cadena pesada se mantienen juntos mediante dos o mas enlaces disulfuro y
mediante interacciones hidrofobas de los dominios Ch3.

Un "fragmento Fab" comprende una cadena ligera y las regiones Cu1 y variable de una cadena pesada. La cadena
pesada de una molécula de Fab no puede formar un enlace disulfuro con otra molécula de cadena pesada.

Un "fragmento Fab™ comprende una cadena ligera y una porcidén de una cadena pesada que contiene el dominio
VH y el dominio Cn1 y también la region entre los dominios Cu1 y Cr2, de tal forma que puede formarse un enlace
disulfuro intercadena entre las dos cadenas pesadas de dos fragmentos Fab’ para formar una molécula de F(ab’)2.
Un "fragmento F(ab')." contiene dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que contienen una porcion de la
region constante entre los dominios Cn1 y Ch2, de tal forma que se forma un enlace disulfuro intercadena entre las
dos cadenas pesadas. Un fragmento F(ab’)2 estd compuesto, por tanto, de dos fragmentos Fab’ que se mantienen
juntos mediante un enlace disulfuro entre las dos cadenas pesadas.

La "regiéon Fv" comprende las regiones variables de las cadenas tanto pesadas como ligeras, pero carece de las
regiones constantes. Los "anticuerpos monocatenarios" son moléculas de Fv en las que se han conectado las
regiones variables de cadena pesada y ligera por medio de un enlazador flexible para formar una sola cadena de
polipéptido, que forma una regién de unién a antigeno. Los anticuerpos monocatenarios se analizan en detalle en
la Publicaciéon de Solicitud Internacional de Patente n.° WO 88/01649 y las Patentes de los Estados Unidos n.°
4.946.778 y 5.260.203.

Un "anticuerpo de dominio" es un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional que contiene
Unicamente la regidn variable de una cadena pesada o la regién variable de una cadena ligera. En algunos casos,
se unen covalentemente dos o mas regiones Vu con un enlazador peptidico para crear un anticuerpo de dominio
bivalente. Las dos regiones Vu de un anticuerpo de dominio bivalente pueden dirigirse al mismo o a diferentes
antigenos.

Una "proteina de unién a antigeno bivalente" o un "anticuerpo bivalente" comprende dos sitios de unién a antigeno.
En algunos casos, los dos sitios de unidn tienen las mismas especificidades antigénicas. Las proteinas de unién a
antigeno bivalentes y los anticuerpos bivalentes pueden ser biespecificos, véase, mas adelante. Un anticuerpo
bivalente distinto de un anticuerpo "multiespecifico” o "multifuncional”, en ciertas realizaciones, se entiende que
normalmente tiene cada uno de sus sitios de unién idénticos.

Una "proteina de unién a antigeno multiespecifica" o un "anticuerpo multiespecifico" es uno que se dirige a mas
de un antigeno o epitopo.

Una proteina de unién a antigeno o anticuerpo "biespecifico”, "especifico dual" o "bifuncional" es una proteina de
union a antigeno o un anticuerpo hibrido, respectivamente, que tiene dos sitios de unién a antigeno diferentes. Las
proteinas de unién a antigeno y los anticuerpos son una especie de proteinas de unién a antigeno o anticuerpo
multiespecificos y pueden producirse mediante diversos métodos que incluyen, pero sin limitacion, la fusion de
hibridomas o el enlace de fragmentos Fab’. Véase, por ejemplo, Songsivilai y Lachmann, 1990, Clin. Exp. Immunol.
79:315-321; Kostelny et al., 1992, J. Immunol. 148:1547-1553. Los dos sitios de unidn de una proteina de unién a
antigeno o anticuerpo biespecifico se uniran a dos epitopos diferentes, que pueden residir en dianas proteicas
iguales o diferentes.

Se dice que una proteina de unién a antigeno se "une especificamente" a su antigeno diana cuando la constante
de disociacion (Kq) es <107 M. La ABP se une especificamente a un antigeno con "alta afinidad" cuando la Kq es
<5 x 10° M y con "muy alta afinidad" cuando la Kq es <5x 10-'° M. En una realizacion, la ABP tiene una Kq de < 10"
9 M. En una realizacion, la velocidad de disociacion es <1 x 105. En otras realizaciones, las ABP se uniran a PCSK9
humana con una Kq de entre aproximadamente 10° My 10-® M y en otra realizacién mas, las ABP se uniran con
una Kq <5 x 10-'%. Como apreciara un experto en la materia, en algunas realizaciones, cualquiera o todos los
fragmentos de unién a antigeno pueden unirse especificamente a PCSK9.

Una proteina de unién a antigeno es "selectiva" cuando se une a una diana mas estrechamente de lo que se une
a una segunda diana. "Regién de union a antigeno" significa una proteina o una porcién de una proteina, que se
une especificamente a un antigeno especificado (por ejemplo, un paratopo). Por ejemplo, aquella porcién de una
proteina de union a antigeno que contiene los restos de aminoacidos que interactian con un antigeno y confieren
a la proteina de unién a antigeno su especificidad y afinidad por el antigeno se cita como una "regién de unién a
antigeno". Una regidon de uniéon a antigeno incluye tipicamente una o mas "regiones determinantes de la
complementariedad" ("CDR"). Ciertas regiones de unién a antigeno también incluyen una o mas regiones "marco".
Una "CDR" es una secuencia de aminoacidos que contribuye a la especificidad y afinidad de unién a antigeno. Las
regiones "marco" pueden ayudar a mantener la conformacién adecuada de las CDR para promover la unién entre
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la region de union a antigeno y un antigeno. Estructuralmente, las regiones marco pueden estar ubicadas en los
anticuerpos entre las CDR. Los ejemplos de regiones marco y CDR se muestran en las FIG. 2A-3D, 3CCC-3JJJ.
En algunas realizaciones, las secuencias para las CDR para la cadena ligera del anticuerpo 3B6 son las siguientes:
CDR1 TLSSGYSSYEVD (SEQ ID NO: 279); CDR2 VDTGGIVGSKGE (SEQ ID NO: 280); CDR3
GADHGSGTNFVVV (SEQ ID NO: 281) y las FR son las siguientes: FR1 QPVLTQPLFASASLGASVTLTC (SEQ ID
NO: 282); FR2 WYQQRPGKGPRFVMR (SEQ ID NO: 283); FR3 GIPDRFSVLGSGLNRYLTIKNIQEEDESDYHC
(SEQ ID NO: 284); y FR4 FGGGTKLTVL (SEQ ID NO: 285).

En determinados aspectos, se proporcionan proteinas de unién a antigeno recombinantes que se unen a PCSKO9,
por ejemplo, PCSK9 humana. En este contexto, una "proteina de unién a antigeno recombinante" es una proteina
producida usando técnicas recombinantes, es decir, mediante la expresion de un acido nucleico recombinante
como se describe en el presente documento. Los métodos y técnicas para la produccion de proteinas
recombinantes se conocen bien en la técnica.

El término "anticuerpo” se refiere a una inmunoglobulina intacta de cualquier isotipo o a un fragmento de la misma
que puede competir con el anticuerpo intacto por la union especifica al antigeno diana e incluye, por ejemplo,
anticuerpos quiméricos, humanizados, completamente humanos y biespecificos. Un "anticuerpo" es una especie
de una proteina de unién a antigeno. Un anticuerpo intacto comprende generalmente al menos dos cadenas
pesadas de longitud completa y dos cadenas ligeras de longitud completa, pero en algunos casos, pueden incluir
menos cadenas, tales como los anticuerpos que se producen naturalmente en camélidos, que pueden comprender
Unicamente cadenas pesadas. Los anticuerpos pueden proceder Unicamente de una fuente o pueden ser
"quiméricos", es decir, las diferentes porciones del anticuerpo pueden proceder de dos anticuerpos distintos, como
se describe con mas detalle mas adelante. Las proteinas de unién a antigeno, los anticuerpos o los fragmentos de
union pueden producirse en hibridomas, mediante técnicas de ADN recombinante o mediante escisidon enzimatica
0 quimica de anticuerpos intactos. A menos que se indique otra cosa, el término "anticuerpo” incluye, ademas de
anticuerpos que comprenden dos cadenas pesadas de longitud completa y dos cadenas ligeras de longitud
completa, derivados, variantes, fragmentos y muteinas de los mismos, ejemplos de los cuales se describen a
continuacion. Ademds, a menos que se excluyan explicitamente, los anticuerpos incluyen anticuerpos
monoclonales, anticuerpos biespecificos, minicuerpos, anticuerpos de dominio, anticuerpos sintéticos (en
ocasiones citados en el presente documento como "miméticos de anticuerpo"), anticuerpos quiméricos, anticuerpos
humanizados, anticuerpos humanos, fusiones de anticuerpo (en ocasiones citadas en el presente documento como
"conjugados de anticuerpos") y fragmentos de los mismos, respectivamente. En algunas realizaciones, el término
también abarca pepticuerpos.

Las unidades estructurales de anticuerpo de origen natural normalmente comprenden un tetramero. Cada uno de
dichos tetrameros esta normalmente compuesto de dos pares idénticos de cadenas de polipéptido, en donde cada
par tiene una cadena "ligera" de longitud completa (en ciertas realizaciones, de aproximadamente 25 kDa) y una
cadena "pesada" de longitud completa (en ciertas realizaciones, de aproximadamente 50-70 kDa). La porcidn
aminoterminal de cada cadena pesada incluye normalmente una region variable de aproximadamente 100 a 110
0 mas aminoacidos que normalmente es responsable del reconocimiento del antigeno. La porcién carboxiterminal
de cada cadena define normalmente una regién constante que puede ser responsable de la funcién efectora. Las
cadenas ligeras humanas se clasifican normalmente como cadenas ligeras kappa y lambda. Las cadenas pesadas
se clasifican normalmente como mu, delta, gamma, alfa o épsilon y definen el isotipo del anticuerpo como IgM,
IgD, IgG, IgA e IgE, respectivamente. Las IgG tienen varias subclases, incluyendo, pero sin limitacion, IgG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4. Las IgM tienen subclases que incluyen, pero sin limitacion, IgM1 y IgM2. Las IgA se subdividen
igualmente en subclases que incluyen, pero sin limitacion, IgA1 y IgA2. En las cadenas ligeras y pesadas de
longitud completa, tipicamente, las regiones variable y constante estan unidas por una region "J" de
aproximadamente 12 o mas aminoacidos, con la cadena pesada que también incluye una region "D" de
aproximadamente 10 aminoacidos mas. Véase, por ejemplo, Fundamental Immunology, cap. 7 (Paul, W., ed., 2.2
ed. Raven Press, N.Y. (1989)). Las regiones variables de cada par de cadena ligera/pesada normalmente forman
el sitio de unién a antigeno.

Las regiones variables normalmente muestran la misma estructura general de regiones marco (FR) relativamente
conservadas unidas mediante tres regiones hipervariables, también denominadas regiones determinantes de la
complementariedad o CDR. Las CDR de las dos cadenas de cada par normalmente se alinean por las regiones
marco, que pueden permitir la unién a un epitopo especifico. De N-terminal a C-terminal, las regiones variables
tanto de cadena ligera como de cadena pesada normalmente comprenden los dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3y FR4. La asignacion de aminoacidos a cada dominio es normalmente de acuerdo con las definiciones
de Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 y
1991)) o Chothia y Lesk, J. Mol. Biol., 196:901-917 (1987); Chothia et al., Nature, 342:878-883 (1989).

En determinadas realizaciones, una cadena pesada de anticuerpo se une a un antigeno en ausencia de una
cadena ligera de anticuerpo. En determinadas realizaciones, una cadena ligera de anticuerpo se une a un antigeno
en ausencia de una cadena pesada de anticuerpo. En determinadas realizaciones, una regiéon de unién de
anticuerpo se une a un antigeno en ausencia de una cadena ligera de anticuerpo. En determinadas realizaciones,
una region de unién de anticuerpo se une a un antigeno en ausencia de una cadena pesada de anticuerpo. En
determinadas realizaciones, una region variable individual se especificamente a un antigeno en ausencia de otras
regiones variables.

En determinadas realizaciones, la delineacién definitiva de una CDR y la identificacién de restos que comprenden
el sitio de unién de un anticuerpo se logra resolviendo la estructura del anticuerpo y/o resolviendo la estructura del
complejo de anticuerpo-ligando. En determinadas realizaciones, que pueden lograrse mediante cualquiera de una
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variedad de técnicas conocidas por los expertos en la materia, tales como cristalografia de rayos X. En
determinadas realizaciones, pueden emplearse diversos métodos de analisis para identificar o aproximar las
regiones CDR. Los ejemplos de dichos métodos incluyen, pero sin limitacion, la definicion de Kabat, la definicion
de Chothia, la definicién AbM y la definicion de Contact.

La definicion de Kabat es un estandar para numerar los restos en un anticuerpo y normalmente se usa para
identificar las regiones CDR. Véase, por ejemplo, Johnson y Wu, Nucleic Acids Res., 28: 214-8 (2000). La definicion
de Chothia es similar a la definicion de Kabat, pero la definicién de Chothia toma en cuenta las posiciones de
ciertas regiones de bucle estructural. Véase, por ejemplo, Chothia et al., J. Mol. Biol., 196: 901-17 (1986); Chothia
et al., Nature, 342: 877-83 (1989). La definicién AbM usa una suite integrada de programas informaticos producida
por Oxford Molecular Group que modela la estructura del anticuerpo. Véase, por ejemplo, Martin et al., Proc Natl
Acad Sci (USA), 86:9268-9272 (1989); "AbM™ A Computer Program for Modeling Variable Regions of Antibodies",
Oxford, R. U.; Oxford Molecular, Ltd. La definicion AbM modela la estructura terciaria de un anticuerpo a partir de
la secuencia primaria usando una combinacion de bases de datos de conocimientos y métodos desde el inicio,
tales como aquellos descritos en Samudrala et al., "Ab Initio Protein Structure Prediction Using a Combined
Hierarchical Approach", en PROTEINS, Structure, Function and Genetics Suppl., 3:194-198 (1999). La definicion
contact esta basada en un analisis de las estructuras cristalinas complejas disponibles. Véase, por ejemplo,
MacCallum et al., J. Mol. Biol., 5:732-45 (1996).

Por convencioén, las regiones CDR en la cadena pesada se citan normalmente como HI, H2 y H3 y se numeran
secuencialmente en la direccion desde el extremo amino al extremo carboxilo. Las regiones CDR en la cadena
ligera se citan normalmente como L1, L2 y L3 y se numeran secuencialmente en la direccién desde el extremo
amino al extremo carboxilo.

La expresion "cadena ligera" incluye una cadena ligera de longitud completa y fragmentos de la misma que tienen
suficiente secuencia de region variable para conferir especificidad de unién. Una cadena ligera de longitud
completa incluye un dominio de region variable, VL y un dominio de region constante, CL. El dominio de regién
variable de la cadena ligera se encuentra en el extremo amino del polipéptido. Las cadenas ligeras incluyen
cadenas kappa y cadenas lambda.

La expresion "cadena pesada” incluye una cadena pesada de longitud completa y fragmentos de la misma que
tienen suficiente secuencia de region variable para conferir especificidad de unién. Una cadena pesada de longitud
completa incluye un dominio de region variable, V1 y tres dominios de region constante, Cu1, Cn2 y Cn3. El dominio
VH se encuentra en el extremo amino del polipéptido y los dominios Cx se encuentran en el extremo carboxilo,
encontrandose el Cu3 més préximo al extremo carboxilo del polipéptido. Las cadenas pesadas pueden ser de
cualquier isotipo, incluyendo IgG (incluyendo los subtipos IgG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4), IgA (incluyendo los subtipos
IgA1 e IgA2), IgM e IgE.

Un anticuerpo biespecifico o bifuncional es normalmente un anticuerpo hibrido artificial que tiene dos pares de
cadena pesadalligera diferentes y dos sitios de union diferentes. Los anticuerpos biespecificos pueden producirse
mediante una variedad de métodos que incluyen, pero sin limitacién, la fusién de hibridomas o el enlace de
fragmentos Fab’. Véase, por ejemplo, Songsivilai et al., Clin. Exp. Immunol., 79: 315-321 (1990); Kostelny et al., J.
Immunol., 148:1547-1553 (1992).

Algunas especies de mamifero también producen anticuerpos que tienen unicamente una sola cadena pesada.
Cada una de las cadenas de inmunoglobulina individuales esta compuesta normalmente de varios "dominios de
inmunoglobulina”, consistiendo cada uno de aproximadamente 90 a 110 aminoacidos y teniendo un patrén de
plegado caracteristico. Estos dominios son las unidades basicas de las que estan compuestos los polipéptidos de
anticuerpo. En seres humanos, los isotipos IgA e IgD contienen cuatro cadenas pesadas y cuatro cadenas ligeras;
los isotipos IgG e IgE contienen dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras; y el isotipo IgM contiene cinco
cadenas pesadas y cinco cadenas ligeras. La region C de cadena pesada comprenden normalmente uno o mas
dominios que pueden ser responsables de la funcién efectora. El niumero de dominios de region constante de
cadena pesada dependera del isotipo. Las cadenas pesadas de IgG, por ejemplo, contienen tres dominios de
region C conocidos como Ch1, CH2 y CH3. Los anticuerpos que se proporcionan pueden tener cualquiera de estos
isotipos y subtipos. En determinadas realizaciones, un anticuerpo anti-PCSK9 es de subtipo IgG2 o IgG4.

La expresion "region variable" o "dominio variable" se refiere a una porcion de las cadenas ligeras y/o pesadas de
un anticuerpo, que incluyen normalmente aproximadamente los 120 a 130 aminoacidos aminoterminales en la
cadena pesada y aproximadamente los 100 a 110 aminoacidos aminoterminales en la cadena ligera. En
determinadas realizaciones, las regiones variables de diferentes anticuerpos difieren en gran medida en su
secuencia de aminoacidos incluso entre anticuerpos de la misma especie. La regién variable de un anticuerpo
determina normalmente la especificidad de un anticuerpo particular por su diana.

La expresion "proteina de unién a antigeno neutralizante" o "anticuerpo neutralizante" se refiere a una proteina de
unién a antigeno o anticuerpo, respectivamente, que se une a un ligando y previene o reduce el efecto bioldgico
de ese ligando. Esto se puede hacer, por ejemplo, dirigiendo el bloqueo de un sitio de unién en el ligando o
mediante unién al ligando y alterando la capacidad del ligando para unirse por medios indirectos (tales como
alteraciones estructurales o energéticas en el ligando). En algunas realizaciones, el término también puede indicar
una proteina de unioén a antigeno que impide que la proteina a la que se une lleve a cabo una funcion biolégica. A
la hora de evaluar la unién y/o especificidad de una proteina de union a antigeno, por ejemplo, un anticuerpo o un
fragmento inmunoldégicamente funcional del mismo, un anticuerpo o fragmento puede inhibir sustancialmente la
unioén de un ligando a su compafiero de unidon cuando un exceso de anticuerpo reduce la cantidad de compariero
de unioén unido al ligando en al menos aproximadamente un 1-20, 20-30 %, 30-40 %, 40-50 %, 50-60 %, 60-70 %,
70-80 %, 80-85 %, 85-90 %, 90-95 %, 95-97 %, 97-98 %, 98-99 % o mas (medida en un ensayo de unién
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competitiva in vitro). En algunas realizaciones, en el caso de proteinas de unién a antigeno de PCSK9, dicha
molécula neutralizante puede reducir la capacidad de PCSK9 para unirse al LDLR. En algunas realizaciones, la
capacidad neutralizante se caracteriza y/o describe mediante un ensayo de competicioén. En algunas realizaciones,
la capacidad neutralizante se describe en términos de un valor de Clso o CEso. En algunas realizaciones, las ABP
27B2, 13H1, 13B5 y 3C4 son ABP no neutralizantes, 3B6, 9C9 y 31A4 son neutralizadores débiles y las demas
ABP en la tabla 2 son neutralizadores fuertes. En algunas realizaciones, los anticuerpos o proteinas de unién a
antigeno neutralizan por medio de la unién a PCSK9 y previenen la union de PCSK9 a LDLR (o reducen la
capacidad de PCSK9 para unirse a LDLR). En algunas realizaciones, los anticuerpos o ABP neutralizan mediante
union a PCSK9 y aunque siguen permitiendo la unidon de PCSK9 a LDLR, impiden o reducen la degradacion de
LDLR mediada por PCSK9. Por tanto, en algunas realizaciones, una ABP o un anticuerpo neutralizante puede
seguir permitiendo la uniéon de PCSK9/LDLR, pero impedira (o reducira) la posterior degradacion de LDLR mediada
por PCSKO.

El término "diana" se refiere a una molécula o a una porciéon de una molécula capaz de unirse a una proteina de
unioén a antigeno. En determinadas realizaciones, una diana puede tener uno o mas epitopos. En determinadas
realizaciones, una diana es un antigeno. El uso de "antigeno" en la expresion "proteina de union a antigeno" indica
simplemente que la secuencia de proteina que comprende el antigeno puede unirse a un anticuerpo. En este
contexto, no es necesario que la proteina sea exégena o que sea capaz de inducir una respuesta inmunitaria.

El término "competir", cuando se usa en el contexto de proteinas de unién a antigeno (por ejemplo, proteinas de
uniéon a antigeno neutralizantes o anticuerpos neutralizantes) que compiten por el mismo epitopo significa
competicion entre proteinas de unién a antigeno, como se determina mediante un ensayo en el que la proteina de
unién a antigeno (por ejemplo, anticuerpo o fragmento inmunolégicamente funcional del mismo) que se esta
ensayando previene o inhibe (por ejemplo, reduce) la union especifica de una proteina de unién a antigeno de
referencia (por ejemplo, un ligando o un anticuerpo de referencia) a un antigeno comun (por ejemplo, PCSK9 o un
fragmento del mismo). Pueden usarse numerosos tipos de ensayos de unién competitiva para determinar si una
proteina de unién a antigeno compite con otra, por ejemplo: radicinmunoensayo (RIA) directo o indirecto en fase
sélida, inmunoensayo enzimatico (EIA) directo o indirecto en fase soélida, ensayo de competicién en sandwich
(véase, por ejemplo, Stahli et al., 1983, Methods in Enzymology 9:242-253); EIA de biotina avidina directo en fase
solida (véase, por ejemplo, Kirkland et al., 1986, J. Immunol. 137:3614-3619) ensayo marcado directamente en
fase sodlida, ensayo en sandwich marcado directamente en fase sdlida (véase, por ejemplo, Harlow y Lane, 1988,
Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press); RIA marcado directamente en fase sélida usando un
marcador de 1-125 (véase, por ejemplo, Morel et al., 1988, Molec. Immunol. 25:7-15); EIA de biotina-avidina directo
en fase sdlida (véase, por ejemplo, Cheung, et al, 1990, Virology 176:546-552); y RIA marcado directo
(Moldenhauer et al., 1990, Scand. J. Immunol. 32:77-82). Normalmente, dicho ensayo implica el uso de antigeno
purificado unido a una superficie sélida o a células que portan cualquiera de estos, una proteina de unién a antigeno
no marcada y una proteina de unién a antigeno de referencia marcada. La inhibicion competitiva se mide
determinando la cantidad de marcador unido a la superficie sélida o a las células en presencia de la proteina de
unioén a antigeno de ensayo. Normalmente, la proteina de unién a antigeno de ensayo esta presente en exceso.
Las proteinas de unién a antigeno identificadas mediante ensayo de competicién (proteinas de unién a antigeno
de competicion) incluyen proteinas de union a antigeno que se unen al mismo epitopo que las proteinas de unién
a antigeno de referencia y proteinas de unién a antigeno que se unen a un epitopo adyacente suficientemente
proximo al epitopo al que se une la proteina de unién a antigeno de referencia como para que se produzca
impedimento estérico. Se proporcionan detalles adicionales relativos a métodos para determinar la unién
competitiva en los ejemplos en el presente documento. Normalmente, cuando una proteina de unién a antigeno
competitiva esta presente en exceso, inhibira (por ejemplo, reducira) la unién especifica de una proteina de unién
a antigeno de referencia a un antigeno comun en al menos un 40-45 %, 45-50 %, 50-55 %, 55-60 %, 60-65 %, 65-
70 %, 70-75 % o 75 % o mas. En algunos casos, la union se inhibe en al menos un 80-85 %, 85-90 %, 90-95 %,
95-97 % 0 97 % o mas.

El término "antigeno" se refiere a una molécula o porcién de una molécula capaz de unirse a un agente de union
selectivo, tal como una proteina de unién a antigeno (incluyendo, por ejemplo, un anticuerpo o un fragmento
inmunolégicamente funcional del mismo). En algunas realizaciones, el antigeno tiene la capacidad de usarse en
un animal para producir anticuerpos capaces de unirse a dicho antigeno. Un antigeno puede poseer uno o0 mas
epitopos que tienen la capacidad de interactuar con diferentes proteinas de unién a antigeno, por ejemplo,
anticuerpos.

El término "epitopo" incluye cualquier determinante capaz de unirse a una proteina de union a antigeno, tal como
un anticuerpo o un receptor de linfocitos T. Un epitopo es una region de un antigeno a la que se une una proteina
de unién a antigeno que se dirige a dicho antigeno y cuando el antigeno es una proteina, incluye aminoacidos
especificos que entran en contacto directamente con la proteina de unién a antigeno. Con mucha frecuencia, los
epitopos residen en las proteinas, pero en algunos casos, pueden encontrarse en otros tipos de moléculas, tales
como acidos nucleicos. Los determinantes epitdpicos pueden incluir agrupamientos de superficie quimicamente
activos de moléculas, tales como aminoacidos, cadenas laterales de azucar, grupos fosforilo o sulfonilo y pueden
tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas y/o caracteristicas de carga especificas. En
general, los anticuerpos especificos para un antigeno diana particular reconoceran preferentemente un epitopo en
el antigeno diana en una mezcla compleja de proteinas y/o macromoléculas. Como se usa en el presente
documento, "sustancialmente puro" significa que la especie de molécula descrita es la especie predominante
presente, es decir, en una base molar, es mas abundante que cualquier otra especie individual en la misma mezcla.
En determinadas realizaciones, una molécula sustancialmente pura es una composicién en donde la especie del
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objeto comprende al menos un 50 % (en una base molar) de todas las especies macromoleculares presentes. En
otras realizaciones, una composicion sustancialmente pura comprendera al menos un 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o
99 % de todas las especies macromoleculares presentes en la composicion. En otras realizaciones, la especie
objeto se purifica hasta homogeneidad esencial, en donde no pueden detectarse especies contaminantes en la
composicion mediante métodos de deteccion convencionales y por tanto, la composicion consiste en una sola
especie macromolecular detectable.

El término "agente" se usa en el presente documento para indicar un compuesto quimico, una mezcla de
compuestos quimicos, una macromolécula bioldgica o un extracto hecho de materiales bioldgicos.

Como se usa en el presente documento, los términos "marcador” o "marcado” se refieren a la incorporacién de un
marcador detectable, por ejemplo, mediante incorporacién de un aminoacido radiomarcado o unién a un polipéptido
de restos de biotina que puede detectarse mediante avidina marcada (por ejemplo, estreptavidina que contiene un
marcador fluorescente o actividad enzimatica que puede detectarse mediante métodos 6pticos o colorimétricos).
En determinadas realizaciones, la etiqueta o el marcador también puede ser terapéutico. Se conocen y pueden
usarse diversos métodos de marcaje de polipéptidos y glucoproteinas. Los ejemplos de marcadores para
polipéptidos incluyen, pero sin limitacion, los siguientes: radioisétopos o radiontclidos (por ejemplo, °H, '“C, N,
385G, 90y, 9Tc, M1n, 125, 131]), marcadores fluorescentes (por ejemplo, FITC, rodamina, fosforos de lantanidos),
marcadores enzimaticos (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, -galactosidasa, luciferasa, fosfatasa
alcalina), quimioluminiscentes, grupos biotinilo, epitopos de polipéptidos predeterminados reconocidos por un
indicador secundario (por ejemplo, secuencias de par de cremallera de leucina, sitios de unién para anticuerpos
secundarios, dominios de unién a metales, marcadores de epitopo). En determinadas realizaciones, los
marcadores se unen mediante brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir el posible impedimento
estérico.

La expresion "muestra biolégica", como se usa en el presente documento, incluye, pero sin limitacion, cualquier
cantidad de una sustancia de un ser vivo o procedente de un ser vivo. Dichos seres vivos incluyen, pero sin
limitacion, seres humanos, ratones, monos, ratas, conejos y otros animales. Dichas sustancias incluyen, pero sin
limitacion, sangre, suero, orina, células, érganos, tejidos, hueso, médula 6sea, ganglios linfaticos y piel.

La expresion "composicion de agente farmacéutico” (o agente o farmaco), como se usa en el presente documento
se refiere a un compuesto farmacéutico, composicién, agente o farmaco capaz de inducir un efecto terapéutico
deseado cuando se administra adecuadamente a un paciente. No requiere necesariamente mas de un tipo de
ingrediente.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad de una proteina de unién a antigeno de
PCSK9 determinada para producir una respuesta terapéutica en un mamifero. Dichas cantidades terapéuticamente
eficaces se determinan facilmente por un experto habitual en la materia.

El término "modulador”, como se usa en el presente documento, es un compuesto que cambia o altera la actividad
o funcién de una molécula. Por ejemplo, un modulador puede provocar un aumento o reduccion en la magnitud de
una cierta actividad o funcién de una molécula, en comparacion con la magnitud de la actividad o funcidon observada
en ausencia del modulador. En determinadas realizaciones, un modulador es un inhibidor, que reduce la magnitud
de al menos una actividad o funcién de una molécula. Ciertas actividades y funciones ejemplares de una molécula
incluyen, pero sin limitacion, afinidad de union, actividad enzimatica y transduccion de sefiales. Ciertos inhibidores
ejemplares incluyen, pero sin limitacion, proteinas, péptidos, anticuerpos, pepticuerpos, carbohidratos o moléculas
organicas pequefias. Los pepticuerpos se describen en, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos n.°
6.660.843 (correspondiente a la Solicitud PCT n.° WO 01/83525).

Los términos "paciente" y "sujeto” se usan indistintamente e incluyen sujetos animales humanos y no humanos,
asi como aquellos con trastornos formalmente diagnosticados, aquellos con trastornos formalmente reconocidos,
aquellos que reciben atencion médica, aquellos en riesgo de desarrollar los trastornos, etc.

Los términos "tratar" y "tratamiento" incluyen tratamientos terapéuticos, tratamientos profilacticos y aplicaciones en
las que se reduce el riesgo de que un sujeto desarrolle un trastorno u otro factor de riesgo. El tratamiento no
requiere la curacion completa de un trastorno y abarca realizaciones en las que se reducen los sintomas o factores
de riesgo subyacentes.

El término "prevenir" no requiere un 100 % de eliminacion de la posibilidad de un evento. En cambio, indica que se
ha reducido la probabilidad de que se produzca el evento en presencia del compuesto o el método.

Pueden usarse técnicas convencionales para ADN recombinante, sintesis de oligonucleétidos y cultivo y
transformacion de tejidos (por ejemplo, electroporacion, lipofeccion). Las reacciones enzimaticas y las técnicas de
purificacién pueden llevarse a cabo de acuerdo con las especificaciones del fabricante o como se lleva a cabo
comunmente en la técnica o como se describe en el presente documento. Las técnicas y procedimientos anteriores
pueden llevarse a cabo generalmente de acuerdo con métodos convencionales bien conocidos en la técnica y
como se describe en diversas referencias generales y mas especificas que se citan y analizan a lo largo de la
presente memoria descriptiva. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2.2
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989)). A menos que se proporcionen
definiciones especificas, las nomenclaturas utilizadas en conexién con y los procedimientos y técnicas de
laboratorio de, quimica analitica, quimica organica sintética y quimica médica y farmacéutica que se describen en
el presente documento son los conocidos y cominmente usados en la técnica. Pueden usarse técnicas
convencionales para sintesis quimica, analisis quimicos, preparacion farmacéutica, formulacién y suministro y
tratamiento de pacientes.

Proteinas de unién a antigeno dirigidas a PCSK9
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La proproteina convertasa subtilisina quexina tipo 9 (PCSK9) es una serina proteasa implicada en la regulacion de los
niveles de la proteina de receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) (Horton et al., 2007; Seidah y Prat, 2007).
PCSK9 es una prohormona-proproteina convertasa de la familia subtilisina (S8) de serina proteasas (Seidah et al.,
2003). Se presenta una secuencia de aminoacidos de PCSK9 humana ejemplar como las SEQ ID NO: 1y 3 en la FIG.
1A (que representa el "prodominio" de la proteina subrayado) y la FIG. 1B (que representa la secuencia de sefial en
negrita y el prodominio subrayado). Una secuencia codificante de PCSK9 humana ejemplar se presenta como la SEQ
ID NO: 2 (FIG. 1B). Como se describe en el presente documento, las proteinas PCSK9 también pueden incluir
fragmentos de la proteina PCSK9 de longitud completa. La estructura de la proteina PCSK9 se resolvié por dos grupos
(Cunningham et al., Nature Structural & Molecular Biology, 2007 y Piper et al., Structure, 15:1-8, 2007). PCSK9 incluye
una secuencia de sefial, un prodominio N-terminal, un dominio catalitico de tipo subtilisina y un dominio C-terminal.

Las proteinas de union a antigeno (ABP) que se unen a PCSK9, incluyendo PCSK9 humana, se proporcionan en el
presente documento. En algunas realizaciones, las proteinas de uniéon a antigeno proporcionadas son polipéptidos
que comprenden una o mas regiones determinantes de la complementariedad (CDR), como se describe en el presente
documento. En algunas proteinas de unién a antigeno, las CDR estan incluidas en una regiéon "marco", que orienta las
CDR de tal forma que se logran las propiedades de uniéon a antigeno adecuadas de las CDR. En algunas realizaciones,
las proteinas de union a antigeno proporcionadas en el presente documento pueden interferir con, bloquear, reducir o
modular la interaccion entre PCSK9 y LDLR. Dichas proteinas de unioén a antigeno se indican como "neutralizantes".
En algunas realizaciones, la unién entre PCSK9 y LDLR puede seguir produciéndose, incluso si la proteina de unién
a antigeno es neutralizante y se une a PCSK9. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la ABP previene o reduce la
influencia adversa de PCSK9 sobre LDLR sin bloquear el sitio de unién a LDLR en PCSK9. Por tanto, en algunas
realizaciones, la ABP modula o altera la capacidad de PCSK9 para dar como resultado la degradacién del LDLR, sin
tener que impedir la interaccion de unién entre PCSK9 y LDLR. Dichas ABP pueden describirse especificamente como
ABP "neutralizantes de manera no competitiva". En algunas realizaciones, la ABP neutralizante se une a PCSK9 en
una ubicacién y/o de un modo que impide la union de PCSK9 a LDLR. Dichas ABP pueden describirse especificamente
como ABP "neutralizantes de manera competitiva". Los dos neutralizantes anteriores pueden dar como resultado que
haya presente una mayor cantidad de LDLR en un sujeto, lo que da como resultado mayor unién de LDLR a LDL
(reduciendo de este modo la cantidad de LDL en el sujeto). A su vez, esto da como resultado una reduccion en la
cantidad de colesterol sérico presente en un sujeto.

En algunas realizaciones, las proteinas de unién a antigeno proporcionadas en el presente documento son capaces
de inhibir la actividad mediada por PCSK9 (incluyendo la unién). En algunas realizaciones, las proteinas de unién a
antigeno que se unen a estos epitopos inhiben, entre otras cosas, las interacciones entre PCSK9 y LDLR y otros
efectos fisioldgicos mediados por PCSK9. En algunas realizaciones, las proteinas de unién a antigeno son humanas,
tales como anticuerpos completamente humanos dirigidos contra PCSKO.

En algunas realizaciones, la ABP se une al dominio catalitico de PCSK9. En algunas realizaciones, la ABP se une a
la forma madura de PCSK9. En algunas realizaciones, la ABP se une al prodominio de PCSK9. En algunas
realizaciones, la ABP se une selectivamente a la forma madura de PCSK9. En algunas realizaciones, la ABP se une
al dominio catalitico de un modo tal que PCSK9 no puede unirse o unirse con la misma eficacia a LDLR. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a antigeno no se une al extremo C-terminal del dominio catalitico. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a antigeno no se une al extremo N-terminal del dominio catalitico. En algunas
realizaciones, la ABP no se une al extremo N o C-terminal de la proteina PCSK9. En algunas realizaciones, la ABP se
une a uno cualquiera de los epitopos a los que se unen los anticuerpos analizados en el presente documento. En
algunas realizaciones, esto puede determinarse mediante ensayos de competicidon entre los anticuerpos divulgados
en el presente documento y otros anticuerpos. En algunas realizaciones, la ABP se une a un epitopo al que se une
uno de los anticuerpos descritos en la tabla 2. En algunas realizaciones, las proteinas de unién a antigeno se unen a
un estado conformacional especifico de PCSK9 a fin de prevenir la interaccion de PCSK9 con LDLR. En algunas
realizaciones, la ABP se une al dominio V de PCSK9. En algunas realizaciones, la ABP se une al dominio V de PCSK9
e impide (o reduce) la unién de PCSK9 a LDLR. En algunas realizaciones, la ABP se une al dominio V de PCSK9 y
aunque no impide (o reduce) la uniéon de PCSK9 a LDLR, la ABP previene o reduce las actividades adversas mediadas
por PCSK9 sobre el LDLR.

Las proteinas de unién a antigeno que se divulgan en el presente documento tienen una variedad de utilidades.
Algunas de las proteinas de unién a antigeno, por ejemplo, son utiles en ensayos de union especificos, purificacion
por afinidad de PCSK9, en particular PCSK9 humana o sus ligandos y en ensayos de deteccion sistematica para
identificar otros antagonistas de la actividad de PCSK9. Algunas de las proteinas de unién a antigeno son utiles para
inhibir la union de PCSK9 a LDLR o para inhibir actividades mediadas por PCSKO9.

Las proteinas de union a antigeno pueden usarse en una variedad de aplicaciones terapéuticas, como se explica en
el presente documento. Por ejemplo, en algunas realizaciones, las proteinas de unién a antigeno dirigidas contra
PCSKQ son utiles para tratar afecciones asociadas con PCSK9, tales como trastornos relacionados con el colesterol
(o "trastornos relacionados con el colesterol sérico"), tales como hipercolesterolemia, como se describe adicionalmente
en el presente documento. Otros usos para las proteinas de unioén a antigeno incluyen, por ejemplo, el diagnédstico de
enfermedades o afecciones relacionadas con PCSK9 y ensayos de deteccion sistematica para determinar la presencia
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o ausencia de PCSK9. Algunas de las proteinas de unién a antigeno descritas en el presente documento son Uutiles
para tratar las consecuencias, los sintomas y/o las patologias asociadas con la actividad de PCSKO.

En algunas realizaciones, las proteinas de unién a antigeno que se proporcionan comprenden una o mas CDR (por
ejemplo, 1, 2, 3,4, 50 6 CDR). En algunas realizaciones, la proteina de unién a antigeno comprende (a) una estructura
de polipéptido y (b) una o més CDR que se insertan en y/o se unen a la estructura de polipéptido. La estructura de
polipéptido puede adoptar una variedad de formas diferentes. Por ejemplo, puede ser o comprender, la estructura de
un anticuerpo de origen natural o un fragmento o variante del mismo o puede ser de naturaleza completamente
sintética. Se describen adicionalmente mas adelante ejemplos de diversas estructuras de polipéptido.

En determinadas realizaciones, la estructura de polipéptido de las proteinas de unién a antigeno es un anticuerpo o
procede de un anticuerpo, incluyendo, pero sin limitacion, anticuerpos monoclonales, anticuerpos biespecificos,
minicuerpos, anticuerpos de dominio, anticuerpos sintéticos (en ocasiones citados en el presente documento como
"miméticos de anticuerpo"), anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, fusiones de anticuerpo (en ocasiones
citadas como "conjugados de anticuerpo") y porciones o fragmentos de cada uno, respectivamente. En algunos casos,
la proteina de unién a antigeno es un fragmento inmunolégico de un anticuerpo (por ejemplo, un Fab, un Fab', un
F(ab')2 o un scFv). Las diversas estructuras se describen adicionalmente y se definen en el presente documento.

Algunas de las proteinas de unién a antigeno proporcionadas en el presente documento se unen especifica y/o
selectivamente a PCSK9 humana. En algunas realizaciones, la proteina de union a antigeno se une especificamente
y/o selectivamente a la proteina PCSK9 humana que tiene y/o que consiste en los restos 153-692 de la SEQ ID NO:
3. En algunas realizaciones, la ABP se une especifica y/o selectivamente a PCSK9 humana que tiene y/o consiste en
los restos 31-152 de la SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, la ABP se une selectivamente a la proteina PCSK9
humana como se representa en la FIG. 1A (SEQ ID NO: 1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a antigeno
se une especificamente a al menos un fragmento de la proteina PCSK9 y/o a una proteina PCSK9 de longitud
completa, con o sin una secuencia de sefal.

En realizaciones en las que se usa la proteina de union a antigeno para aplicaciones terapéuticas, una proteina de
unién a antigeno puede inhibir, interferir con o modular una o mas actividades biolégicas de PCSK9. En una
realizacién, una proteina de union a antigeno se une especificamente a PCSK9 humana y/o inhibe sustancialmente la
union de PCSK9 humana a LDLR en al menos aproximadamente un 20 %-40 %, 40-60 %, 60-80 %, 80-85 % o0 mas
(por ejemplo, midiendo la unién en un ensayo de unién competitiva in vitro). Algunas de las proteinas de unién a
antigeno que se proporcionan en el presente documento son anticuerpos. En algunas realizaciones, la ABP tiene una
Kq4 de menos (se une mas estrechamente) de 107, 108, 10, 107'°, 10", 10-'2, 10-'3 M. En algunas realizaciones, la
ABP tiene una Clso para el bloqueo de la unién de LDLR a PCSK9 (D374Y, variedad de alta afinidad) de menos de 1
microM, de 1000 nM a 100 nM, de 100 nM a 10 nM, de 10 nM a 1 nM, 1000 pM a 500 pM, de 500 pM a 200 pM, menor
de 200 pM, de 200 pM a 150 pM, de 200 pM a 100 pM, de 100 pM a 10 pM, de 10 pM a 1 pM.

Un ejemplo de un dominio constante de cadena pesada de IgG2 de un anticuerpo anti-PCSK9 de la presente invencion
tiene la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 154, FIG. 3KK.

Un ejemplo de un dominio constante de cadena pesada de IgG4 de un anticuerpo anti-PCSK9 de la presente invencion
tiene la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 155, FIG. 3KK.

Un ejemplo de un dominio constante de cadena ligera kappa de un anticuerpo anti-PCSK9 tiene la secuencia de
aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 157, FIG. 3KK.

Un ejemplo de un dominio constante de cadena ligera lambda de un anticuerpo anti-PCSK9 tiene la secuencia de
aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 156, FIG. 3KK.

Las regiones variables de cadenas de inmunoglobulina muestran normalmente la misma estructura general, que
comprende regiones marco (FR) relativamente conservadas unidas por tres regiones hipervariables, mas comunmente
denominadas "regiones determinantes de la complementariedad" o CDR. Las CDR de las dos cadenas de cada par
de cadena pesada/cadena ligera mencionadas anteriormente se alinean normalmente por las regiones marco para
formar una estructura que se une especificamente a un epitopo especifico en la proteina diana (por ejemplo, PCSK9).
De N-terminal a C-terminal, las regiones variables de cadena ligera y pesada de origen natural se conforman ambas
normalmente con el siguiente orden de estos elementos: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. Se ha disefiado
un sistema de numeracién para asignar niumeros a los aminoacidos que ocupan posiciones en cada uno de estos
dominios. Este sistema de numeracion se define en Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest (1987 y
1991, NIH, Bethesda, MD) o Chothia y Lesk, 1987, J. Mol. Biol. 196:901-917; Chothia et al., 1989, Nature 342:878-
883.

En el presente documento se proporcionan diversas regiones variables de cadena pesada y ligera y se representan
en las FIG. 2A-3JJ y 3LL-3BBB. En algunas realizaciones, puede unirse cada una de estas regiones variables a las
regiones constantes de cadena pesada y ligera anteriores para formar una cadena pesada y ligera de anticuerpo
completa, respectivamente. Ademas, cada una de las secuencias de cadena pesada y ligera generadas de este modo
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puede combinarse para formar una estructura de anticuerpo completa.

Los ejemplos especificos de algunas de las regiones variables de las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos
que se proporcionan y sus secuencias de aminoacidos correspondientes se resumen en la TABLA 2.

TABLA 2: Regiones variables de cadena pesada y ligera ejemplares

Anticuerpo SEQ ID NO ligera/pesada
30A4 5/74
3C4 7/85
23B5 9/71
25G4 10/72
31H4 12/67
27B2 13/87
25A7 15/58
27H5 16/52
26H5 17/51
31D1 18/53
20D10 19/48
27E7 20/54
30B9 21/55
19H9 22/56
26E10 23/49
21B12 23/49
17C2 24/57
23G1 26/50
13H1 28/91
9C9 30/64
9H6 31/62
31A4 32/89
1A12 33/65
16F12 35/79
22E2 36/80
27A6 37/76
28B12 38/77
28D6 39/78
31G11 40/83
13B5 42/69
31B12 44/81
3B6 46/60
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(continuacién)

Anticuerpo SEQ ID NO ligera/pesada
5H5 421/419
24F7 425/423
22B11 429/427
30F1 433/431
24B9.1 437/435
24B9.2 441/439
20A5.1 445/443
20A5.2 449/447
20E5.1 453/451
20E5.2 457/455
8A3 461/459
11F1 465/463
12H11 469/467
11H4 473/471
11H8 4771475
11G1 481/479
8A1 485/483

De nuevo, puede combinarse cada una de las cadenas pesadas variables ejemplares listadas en la tabla 2 con
cualquiera de las cadenas ligeras variables ejemplares mostradas en la tabla 2 para formar un anticuerpo. La tabla 2
muestra emparejamientos de cadena ligera y pesada hallados en varios de los anticuerpos divulgados en el presente
documento. En algunos casos, los anticuerpos incluyen al menos una cadena pesada variable y una cadena ligera
variable de las listadas en la tabla 2. En otros casos, los anticuerpos contienen dos cadenas ligeras idénticas y dos
cadenas pesadas idénticas. A modo de ejemplo, un anticuerpo o proteina de unioén a antigeno puede incluir una cadena
pesada y una cadena ligera, dos cadenas pesadas o dos cadenas ligeras. En algunas realizaciones, la proteina de
unién a antigeno comprende (y/o consiste) en 1, 2 y/o 3 CDR de cadena pesada y/o ligera de al menos una de las
secuencias listadas en la tabla 2 (las CDR para las secuencias se indican en las FIG. 2A-3D y otras realizaciones en
las FIG. 3CCC-3JJJ y 15A-15D). En algunas realizaciones, las 6 CDR (CDR1-3 de la cadena ligera (CDRL1, CDRL2,
CDRL3) y CDR1-3 de la cadena pesada (CDRH1, CDRH2 y CDRH3)) forman parte de la ABP. En algunas
realizaciones, 1, 2, 3, 4, 5 0 mas CDR se incluyen en la ABP. En algunas realizaciones, se incluye en la ABP una CDR
de cadena pesada y una de cadena ligera de las CDR en las secuencias en la tabla 2 (las CDR de las secuencias en
la tabla 2 se indican en las FIG. 2A-3D). En algunas realizaciones, también se incluyen en la ABP secciones adicionales
(por ejemplo, como se ilustra en las FIG. 2A-2D, 3A-3D y otras realizaciones en 3CCC-3JJJ y 15A-15D). Los ejemplos
de CDR y FR para las cadenas pesadas y ligeras anotadas en la tabla 2 se indican en las FIG. 2A-3D (y otras
realizaciones en las FIG. 3CCC-3JJJ y 156A-15D). Las secuencias variables de cadena ligera opcionales (que incluyen
CDR1, CDR2, CDR3, FR1, FR2, FR3 y FR4) pueden seleccionarse entre las siguientes: 5, 7, 9, 10, 12, 13, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 28, 30, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 44, 46, 421, 425, 429, 433, 437, 441, 445,
449, 453, 457, 461, 465, 469, 473, 477, 481 y 485. Las secuencias variables de cadena pesada opcionales (que
incluyen CDR1, CDR2, CDR3, FR1, FR2, FR3 y FR4) pueden seleccionarse entre las siguientes: 74, 85, 71, 72, 67,
87, 58, 52, 51, 53, 48, 54, 55, 56, 49, 57, 50, 91, 64, 62, 89, 65, 79, 80, 76, 77, 78, 83, 69, 81,60, 419, 423, 427, 431,
435, 439, 443, 447, 451, 455, 459, 463, 467, 471, 475, 479 y 483. EN algunas de las entradas en las FIG. 2A-3D, se
identifican variaciones de las secuencias o limites alternativos de las CDR y FR. Estas alternativas se identifican con
n "v1" después del nombre de la ABP. Ya que la mayoria de estas alternativas son de una naturaleza menor, solo se
presentan en la tabla las secciones con diferencias. Se entiende que la seccion restante de las cadenas ligeras o
pesadas es igual a la mostrada para la ABP basica en los otros paneles. Por tanto, por ejemplo, 19H9v1 en la FIG. 2C
tiene las mismas FR1, CDR1 y FR2 que 19H9 en la FIG. 2A ya que la Unica diferencia se indica en la FIG. 2C. Para
tres de las secuencias de acido nucleico (ABP 26E10, 30B9 y 31B12), se proporcionan en las figuras secuencias de
acido nucleico adicionales alternativas. Como apreciara un experto en la materia, no es de hecho necesario usar mas
de una de dichas secuencias en la creacién de un anticuerpo o una ABP. De hecho, en algunas realizaciones, es
necesaria la presencia de solo uno o ninguno de los &cidos nucleicos de cadena pesada o ligera especificos.
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En algunas realizaciones, la ABP esta codificada por una secuencia de acido nucleico que puede codificar cualquiera
de las secuencias de proteina en la tabla 2.

En algunas realizaciones, la ABP se une selectivamente a la forma de PCSK9 que se une a LDLR (por ejemplo, la
forma autocatalizada de la molécula). En algunas realizaciones, la proteina de unién a antigeno no se une al extremo
C-terminal del dominio catalitico (por ejemplo, los 5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-25, 25-30, 30-40 aminoacidos mas
proximos al extremo C-terminal). En algunas realizaciones, la proteina de unién a antigeno no se une al extremo N-
terminal del dominio catalitico (por ejemplo, los 5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-25, 25-30, 30-40 aminoacidos mas préximos
al extremo N-terminal). En algunas realizaciones, la ABP se une a aminoacidos entre los aminoacidos 1-100 de la
forma madura de PCSK9. En algunas realizaciones, la ABP se une a aminoacidos entre (y/o secuencias de
aminoacidos que consisten en) los aminoacidos 31-100, 100-200, 31-152, 153-692, 200-300, 300-400, 452-683, 400-
500, 500-600, 31-692, 31-449 y/o 600-692. En algunas realizaciones, la ABP se une al dominio catalitico. En algunas
realizaciones, la ABP neutralizante y/o no neutralizante se une al prodominio. En algunas realizaciones, la ABP se une
tanto al dominio catalitico como al prodominio. En algunas realizaciones, la ABP se une al dominio catalitico a fin de
obstruir un area en el dominio catalitico que interactia con el prodominio. En algunas realizaciones, la ABP se une al
dominio catalitico en una ubicacion o superficie con la que interactua el prodominio, como se explica en Piper et al.
(Structure 15:1-8 (2007), incluyendo las representaciones estructurales en el mismo). En algunas realizaciones, la
ABP se une al dominio catalitico y restringe la movilidad del prodominio. En algunas realizaciones, la ABP se une al
dominio catalitico sin unirse al prodominio. En algunas realizaciones, la ABP se une al dominio catalitico, sin unirse al
prodominio, a la vez que impide que se reoriente el prodominio para permitir la union de PCSK9 a LDLR. En algunas
realizaciones, la ABP se une al mismo epitopo que aquellas que rodean los restos 149-152 del prodominio en Piper et
al. En algunas realizaciones, las ABP se unen al surco (como se indica en Piper et al.) en el dominio V. En algunas
realizaciones, las ABP se unen a un tramo rico en histidina préximo al surco en el dominio V. En algunas realizaciones,
dichos anticuerpos (que se unen al dominio V) no son neutralizantes. En algunas realizaciones, los anticuerpos que
se unen al dominio V son neutralizantes. En algunas realizaciones, las ABP neutralizantes impiden la uniéon de PCSK9
a LDLR. En algunas realizaciones, las ABP neutralizantes, aunque impiden la degradacion por PCSK9 de LDLR, no
impiden la unién de PCSK9 a LDLR (por ejemplo, la ABP 31A4). En algunas realizaciones, la ABP se une a o bloquea
al menos una de las histidinas representadas en la figura 4 del articulo de Piper et al. En algunas realizaciones, la ABP
bloquea la triada catalitica en PCSK9.

En algunas realizaciones, el anticuerpo se une de manera selectiva a proteinas PCSK9 variantes, por ejemplo, D374Y
frente a PCSK9 de tipo silvestre. En algunas realizaciones, estos anticuerpos se uniran a la variante con una fuerza al
menos dos veces mayor que al tipo silvestre y preferentemente, 2-5, 5-10, 10-100, 100-1000, 1000-10.000 o mas al
mutante que al tipo silvestre (como se mide mediante la Kq). En algunas realizaciones, el anticuerpo inhibe de manera
selectiva la interaccion de la variante de PCSK9 D374Y con LDLR frente a la capacidad de PCSK9 de tipo silvestre
para interactuar con LDLR. En algunas realizaciones, estos anticuerpos bloquean la capacidad de la variante para
unirse a LDLR con mas fuerza que la capacidad del tipo silvestre, por ejemplo, con una fuerza al menos dos veces
mayor que el tipo silvestre y preferentemente, 2-5, 5-10, 10-100, 100-1000 veces o mas al mutante que al tipo silvestre
(medida mediante una Clso). En algunas realizaciones, el anticuerpo se une ay neutraliza tanto PCSK9 de tipo silvestre
como formas variantes de PCSK9, tales como D374Y a niveles similares. En algunas realizaciones, el anticuerpo se
une a PCSK9 para impedir que las variantes de LDLR se unan a PCSK9. En algunas realizaciones, las variantes de
LDLR son al menos un 50 % idénticas a LDLR humano. Obsérvese que los expertos en la materia conocen variantes
de LDLR (por ejemplo, Brown MS et al., "Calcium cages, acid baths and recycling receptors" Nature 388: 629-630,
1997). En algunas realizaciones, la ABP puede aumentar el nivel de LDLR eficaz en la hipercolesterolemia
heterocigética familiar (donde hay presencia de una variante de pérdida de funcién de LDLR).

En algunas realizaciones, la ABP se une a (pero no bloquea) variantes de PCSK9 que tienen al menos un 50 %, 50-
60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-95, 95-99 o un mayor porcentaje de identidad respecto de la forma de PCSKO9 representada
en la FIG. 1A y/o la FIG. 1B. En algunas realizaciones, la ABP se une a (pero no bloquea) variantes de PCSK9 que
tienen al menos un 50 %, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-95, 95-99 o un mayor porcentaje de identidad respecto de la
forma madura de PCSK9 representada en la FIG. 1A y/o la FIG. 1B. En algunas realizaciones, la ABP se une a e
impide que las variantes de PCSK9 que tienen al menos un 50 %, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-95, 95-99 o un mayor
porcentaje de identidad respecto de la forma de PCSK9 representada en la FIG. 1A y/o la FIG 1B interactien con
LDLR. En algunas realizaciones, la ABP se une a e impide que las variantes de PCSK9 que tienen al menos un 50,
50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-95, 95-99 o un mayor porcentaje de identidad respecto de la forma madura de PCSK9
representada en la FIG. 1B interactuen con LDLR. En algunas realizaciones, la variante de PCSK9 es una variante
humana, tal como variantes en la posicién 474, E620G y/o E670G. En algunas realizaciones, el aminoacido en la
posicion 474 es valina (como en otros seres humanos) o treonina (como en monos cinomolgos y ratones). Dados los
datos de reactividad cruzada presentados en el presente documento, se cree que los presentes anticuerpos se uniran
facilmente a las variantes anteriores.

En algunas realizaciones, la ABP se une a un epitopo al que se une uno de los anticuerpos descritos en la tabla 2. En
algunas realizaciones, las proteinas de unién a antigeno se unen a un estado conformacional especifico de PCSK9 a
fin de prevenir la interaccion de PCSK9 con LDLR.

Proteinas de unién a antigeno (por ejemplo, anticuerpos) humanizadas
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Como se describe en el presente documento, una proteina de unién a antigeno dirigida contra PCSK9 puede
comprender un anticuerpo humanizado y/o una parte del mismo. Una aplicacion practica importante de dicha estrategia
es la "humanizacion" del sistema inmunitario humoral de ratones.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo humanizado es sustancialmente no inmunogénico en seres humanos.
En determinadas realizaciones, un anticuerpo humanizado tiene sustancialmente la misma afinidad por una diana que
un anticuerpo de otra especie de la que procede el anticuerpo humanizado. Véase, por ejemplo, la Patente de los
Estados Unidos 5.530.101, la Patente de los Estados Unidos 5.693.761; la Patente de los Estados Unidos 5.693.762;
la Patente de los Estados Unidos 5.585.089.

En determinadas realizaciones, se identifican aminoacidos de un dominio variable de anticuerpo que pueden
modificarse sin reducir la afinidad nativa del dominio de unién a antigeno a la vez que se reduce su inmunogenicidad.
Véanse, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos n.° 5.766.886 y 5.869.619.

En determinadas realizaciones, se disefia la modificacion de un anticuerpo mediante métodos conocidos en la técnica
para lograr una afinidad de unién aumentada por una diana y/o para reducir la inmunogenicidad del anticuerpo en el
receptor. En determinadas realizaciones, los anticuerpos humanizados se modifican para eliminar los sitos de
glucosilacién a fin de aumentar la afinidad del anticuerpo por su antigeno afin. Véase, por ejemplo, Co et al., Mol.
Immunol., 30:1361-1367 (1993). En determinadas realizaciones, se usan técnicas tales como la "reformacién”,
"hiperquimerizacion" o "chapado/modificacion de la superficie" para producir anticuerpos humanizados. Véase, por
ejemplo, Vaswami et al., Annals of Allergy, Asthma, & Immunol. 81:105 (1998); Roguska et al., Prot. Engineer., 9:895-
904 (1996); y la Patente de los Estados Unidos n.° 6.072.035. En determinadas realizaciones similares, dichas técnicas
normalmente reducen la inmunogenicidad del anticuerpo reduciendo el nimero de restos extrafos, pero no impiden
las respuestas antiidiotipicas y antialotipicas después de la administracion repetida de los anticuerpos. Se describen
algunos métodos diferentes para reducir la inmunogenicidad, por ejemplo, en Gillland et al., J. Immunol., 62(6): 3663-
71 (1999).

En determinados casos, la humanizacion de anticuerpos da como resultado una pérdida de la capacidad de unién al
antigeno. En determinadas realizaciones, los anticuerpos humanizados se "retromutan". En determinadas
realizaciones similares, se muta el anticuerpo humanizado para incluir uno o mas de los restos de aminoacido hallados
en el anticuerpo donante. Véase, por ejemplo, Saldanha et al., Mol Immunol 36:709-19 (1999).

En ciertas realizaciones, las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de las regiones variables de
cadena ligera y pesada de un anticuerpo dirigido contra PCSK9 pueden injertarse en regiones marco (FR) de la misma
u otra especie. En determinadas realizaciones, las CDR de las regiones variables de cadena ligera y pesada de un
anticuerpo dirigido contra PCSK9 pueden injertarse en FR humanas consenso. Para crear FR consenso humanas, en
ciertas realizaciones, se alinean FR de varias secuencias de aminoacidos de cadena pesada o cadena ligera humana
para identificar una secuencia de aminoacidos consenso. En determinadas realizaciones, se reemplazan las FR de la
cadena pesada o la cadena ligera de un anticuerpo dirigido contra PCSK9 con las FR de una cadena ligera o una
cadena pesada diferente. En determinadas realizaciones, no se reemplazan aminoacidos raros en las FR de las
cadenas pesada y ligera de un anticuerpo dirigido contra PCSK9, mientras que se reemplaza el resto de los
aminoacidos de la FR. Los aminoacidos raros son aminoacidos especificos que se encuentran en posiciones en las
que normalmente no se encuentran en las FR. En determinadas realizaciones, pueden usarse las regiones variables
injertadas de un anticuerpo dirigido contra PCSK9 con una region constante que es diferente de la region constante
de un anticuerpo dirigido contra PCSK9. En determinadas realizaciones, las regiones variables injertadas forman parte
de un anticuerpo Fv monocatenario. El injerto de CDR se describe, por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos
n.°6.180.370, 6.054.297, 5.693.762, 5.859.205, 5.693.761, 5.565.332, 5.585.089 y 5.530.101 y en Jones et al., Nature,
321: 522-525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332: 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science., 239:1534-1536
(1988), Winter, FEBS Letts., 430:92-94 (1998).

Proteinas de unién a antigeno (por ejemplo, anticuerpos) humanas

Como se describe en el presente documento, una proteina de unién a antigeno que se une a PCSK9 puede
comprender un anticuerpo humano (es decir, completamente humano) y/o una parte del mismo. En determinadas
realizaciones, se proporcionan secuencias de nucleétidos que codifican y secuencias de aminoacidos que comprenden
moléculas de inmunoglobulina de cadena pesada y ligera, en particular, secuencias correspondientes a las regiones
variables. En determinadas realizaciones, se proporcionan secuencias correspondientes a regiones determinantes de
la complementariedad (CDR), especificamente de CDR1 a CDR3. De acuerdo con ciertas realizaciones, se
proporciona una linea celular de hibridoma que expresa dicha molécula de inmunoglobulina. De acuerdo con ciertas
realizaciones, se proporciona una linea celular de hibridoma que expresa dicho anticuerpo monoclonal. En ciertas
realizaciones, se selecciona una linea celular de hibridoma de al menos una de las lineas celulares descritas en la
tabla 2, por ejemplo, 21B12, 16F12 y 31H4. En determinadas realizaciones, se proporciona un anticuerpo monoclonal
humano purificado dirigido contra PCSK9.

Se pueden modificar por ingenieria genética estirpes de ratdn deficientes para la produccién de anticuerpos de ratéon
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con grandes fragmentos de los loci de Ig humana previendo que dichos ratones podrian producir anticuerpos humanos
en ausencia de anticuerpos de ratdon. Los grandes fragmentos de Ig humana pueden preservar la gran diversidad
geénica variable asi como la regulacién adecuada de la produccion y expresion de anticuerpo. Al aprovechar la
magquinaria de raton para la diversificacion y seleccion de anticuerpos y la ausencia de tolerancia inmunolégica contra
proteinas humanas, el repertorio de anticuerpos humanos reproducido en estas estirpes de raton puede producir
anticuerpos completamente humanos de alta afinidad dirigidos contra cualquier antigeno de interés, incluyendo
antigenos humanos. Usando la tecnologia de hibridoma, pueden producirse y seleccionarse mAb humanos especificos
de antigeno con la especificidad deseada. Se describen ciertos métodos ejemplares en el documento WO 98/24893,
la Patente de los Estados Unidos n.° 5.545.807, el documento EP 546073 y el documento EP 546073.

En determinadas realizaciones, se pueden usar regiones constantes de especies distintas de la humana junto con las
regiones variables humanas.

La capacidad para clonar y reconstruir loci humanos con tamafios en el orden de megabases en cromosomas
artificiales de levadura (YAC) y para introducirlos en la linea germinal de raton proporciona una estrategia para dilucidar
los componentes funcionales de loci muy grandes o vagamente mapeados, asi como para generar modelos Utiles de
enfermedades humanas. Ademas, la utilizacién de dicha tecnologia para la sustitucion de loci de ratén por sus
equivalentes humanos podria dar una idea acerca de la expresién y regulacién de productos génicos humanos durante
el desarrollo, su comunicacién con otros sistemas y su implicacién en la induccién y progresion de enfermedades.

Los anticuerpos humanos evitan algunos de los problemas asociados con los anticuerpos que tienen las regiones
variables y/o constantes murinas o de rata. La presencia de dichas proteinas de origen murino o de rata puede
ocasionar la rapida eliminacién de los anticuerpos o puede ocasionar la generacion de una respuesta inmunitaria
contra el anticuerpo por parte de un paciente. A fin de evitar la utilizacion de anticuerpos de origen murino o de rata,
pueden generarse anticuerpos completamente humanos mediante la introduccion de loci de anticuerpo humano
funcionales en un roedor, otro mamifero o un animal, de tal forma que el roedor, el otro mamifero o el animal produce
anticuerpos completamente humanos.

Los anticuerpos humanizados son aquellos anticuerpos que, aunque inicialmente contienen secuencias de
aminoacidos de anticuerpo que no son humanas, sufren el reemplazo de al menos algunas de estas secuencias de
aminoacidos de anticuerpo no humanas por secuencias de anticuerpo humanas. Esto contrasta con los anticuerpos
humanos, en los que el anticuerpo esta codificado (o puede estar codificado) por genes poseidos por un ser humano.

Variantes de la proteina de unién a antigeno

Otros anticuerpos que se proporcionan son variantes de las ABP listadas anteriormente, formadas mediante la
combinacién de subpartes de las cadenas pesadas variables y ligeras variables mostradas en la tabla 2 y comprenden
cadenas ligeras variables y/o pesadas variables que tienen cada una al menos un 50 %, 50-60, 60-70, 70-80 %, 80-
85 %, 85-90 %, 90-95 %, 95-97 %, 97-99 % o mas de un 99 % de identidad respecto de las secuencias de aminoacidos
de las secuencias en la tabla 2 (ya sea la secuencia completa o una subparte de la secuencia, por ejemplo, una o mas
CDR). En algunos casos, dichos anticuerpos incluyen al menos una cadena pesada y una cadena ligera, mientras que
en otros casos, las formas variantes contienen dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas (o
subpartes de las mismas). En algunas realizaciones, puede usarse la comparacién de secuencias en la FIG. 2A-3D (y
13A-13J y otras realizaciones en 15A-15D) para identificar secciones de los anticuerpos que pueden modificarse
observando aquellas variaciones que tienen impacto en la union y aquellas variaciones que no parecen tener impacto
en la unién. Por ejemplo, al comparar secuencias similares, se pueden identificar aquellas secciones (por ejemplo,
aminoacidos particulares) que pueden modificarse y como pueden modificarse mientras que siguen conservando (o
mejorando) la funcionalidad de la ABP. En algunas realizaciones, las variantes de las ABP incluyen aquellos grupos y
secuencias consenso ilustrados en las FIG. 13A, 13C, 13F, 13G, 13H, 13J y/o 13J y se permiten variaciones en las
posiciones identificadas como variables en las figuras. Las CDR mostradas en las FIG. 13A, 13C, 13F y 13G se
definieron basandose en una combinacion hibrida del método de Chothia (basado en la ubicacion de las regiones de
bule estructural, véase, por ejemplo, "Standard conformations for the canonical structures of immunoglobulins”, Bissan
Al-Lazikani, Arthur M. Lesk y Cyrus Chothia, Journal of Molecular Biology, 273(4): 927-948, 7 de noviembre (1997)) y
el método de Kabat (basado en la variabilidad de secuencia, véase, por ejemplo, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, Quinta edicion. Publicacion de NIH n.° 91-3242, Kabat et al., (1991)). Cada resto determinado
mediante cualquiera de los dos métodos, se incluyé en la lista final de restos de CDR (y se presenta en las FIG. 13A,
13C, 13F y 13G). Las CDR en las FIG. 13H, 13l y 13J se obtuvieron unicamente mediante el método de Kabat. A
menos que se especifique otra cosa, las secuencias consenso, las CDR y las FR definidas en las FIG. 13H-13J
definiran y regiran las CDR y FR anotadas para las ABP citadas en la FIG. 13.

En determinadas realizaciones, una proteina de unién a antigeno comprende una cadena pesada que comprende una
region variable que comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 90 % idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre al menos una de las secuencias de SEQ ID NO: 74, 85, 71, 72, 67, 87, 58, 52, 51,
53, 48, 54, 55, 56, 49, 57, 50, 91, 64, 62, 89, 65, 79, 80, 76, 77, 78, 83, 69, 81 y 60. En determinadas realizaciones,
una proteina de unién a antigeno comprende una cadena pesada que comprende una region variable que comprende
una secuencia de aminoacidos al menos un 95 % idéntica a una secuencia de aminodacidos seleccionada entre al
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menos una de las secuencias de SEQ ID NO: 74, 85, 71, 72, 67, 87, 58, 52, 51, 53, 48, 54, 55, 56, 49, 57, 50, 91, 64,
62, 89, 65, 79, 80, 76, 77, 78, 83, 69, 81 y 60. En determinadas realizaciones, una proteina de unién a antigeno
comprende una cadena pesada que comprende una regién variable que comprende una secuencia de aminoacidos
al menos un 99 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre al menos una de las secuencias de
SEQ ID NO: 74, 85, 71,72, 67, 87, 58, 52, 51, 53, 48, 54, 55, 56, 49, 57, 50, 91, 64, 62, 89, 65, 79, 80, 76, 77, 78, 83,
69, 81y 60.

En algunas realizaciones, la proteina de unién a antigeno comprende una secuencia que es al menos un 90 %, 90-
95 % y/o 95-99 % idéntica a una o mas CDR de las CDR en al menos una de las secuencias de SEQ ID NO: 74, 85,
71,72, 67, 87, 58, 52, 51, 53, 48, 54, 55, 56, 49, 57, 50, 91, 64, 62, 89, 65, 79, 80, 76, 77, 78, 83, 69, 81 y 60. En
algunas realizaciones, estan presentes 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR (siendo cada una al menos un 90 %, 90-95 % y/o 95-
99 % idéntica a las secuencias anteriores).

En algunas realizaciones, la proteina de unién a antigeno comprende una secuencia que es al menos un 90 %, 90-
95 % y/o 95-99 % idéntica a una o mas FR de las FR en al menos una de las secuencias de SEQ ID NO: 74, 85, 71,
72,67, 87,58, 52, 51, 53, 48, 54, 55, 56, 49, 57, 50, 91, 64, 62, 89, 65, 79, 80, 76, 77, 78, 83, 69, 81 y 60. En algunas
realizaciones, estan presentes 1, 2, 3 0 4 FR (siendo cada una al menos un 90 %, 90-95 % y/o 95-99 % idéntica a las
secuencias anteriores).

En determinadas realizaciones, una proteina de unién a antigeno comprende una cadena ligera que comprende una
region variable que comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 90 % idéntica a una secuencia de
aminoacidos seleccionada entre al menos una de las secuencias de SEQ ID NO: 5, 7, 9, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 28, 30, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 44 y 46. En determinadas realizaciones, una
proteina de unién a antigeno comprende una cadena ligera que comprende una region variable que comprende una
secuencia de aminoacidos al menos un 95 % idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre al menos
una de las secuencias de SEQ ID NO: 5, 7, 9, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 28, 30, 31, 32, 33,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 44 y 46. En determinadas realizaciones, una proteina de unién a antigeno comprende una
cadena ligera que comprende una region variable que comprende una secuencia de aminoacidos al menos un 99 %
idéntica a una secuencia de aminoacidos seleccionada entre al menos una de las secuencias de SEQ ID NO: 5, 7, 9,
10, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 28, 30, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 44 y 46.

En algunas realizaciones, la proteina de unién a antigeno comprende una secuencia que es al menos un 90 %, 90-
95 % y/o 95-99 % idéntica a una o mas CDR de las CDR en al menos una de las secuencias de SEQ ID NO: 5, 7, 9,
10, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 28, 30, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 44 y 46. En algunas
realizaciones, estan presentes 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR (siendo cada una al menos un 90 %, 90-95 % y/o 95-99 % idéntica
a las secuencias anteriores).

En algunas realizaciones, la proteina de unién a antigeno comprende una secuencia que es al menos un 90 %, 90-
95 % y/o 95-99 % idéntica a una o mas FR de las FR en al menos una de las secuencias de SEQ ID NO: 5, 7, 9, 10,
12, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 28, 30, 31, 32, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 42, 44 y 46. En algunas
realizaciones, estan presentes 1, 2, 3 0 4 FR (siendo cada una al menos un 90 %, 90-95 % y/o 95-99 % idéntica a las
secuencias anteriores).

A la luz de la presente divulgacién, un experto en la materia sera capaz de determinar variantes adecuadas de las
ABP como se exponen en el presente documento usando técnicas bien conocidas. En determinadas realizaciones, un
experto en la materia puede identificar areas adecuadas de la molécula que pueden cambiarse sin destruir la actividad
por regiones de direccionamiento que no se consideran importantes para la actividad. En determinadas realizaciones,
pueden identificarse restos y porciones de las moléculas que se encuentran conservados entre polipéptidos similares.
En determinadas realizaciones, incluso las areas que pueden ser importantes para la actividad biolégica o para la
estructura pueden someterse a sustituciones de aminoacidos conservativas sin destruir la actividad biolégica o sin
afectar adversamente a la estructura del polipéptido.

Ademas, un experto en la materia puede revisar estudios de estructura-funcién que identifiquen restos en polipéptidos
similares que sean importantes para la actividad o la estructura. En vista de dicha comparacion, se puede predecir la
importancia de los restos de aminoacido en una proteina que corresponden a restos de aminoacido que son
importantes para la actividad o la estructura de proteinas similares. Un experto en la materia puede optar por
sustituciones de aminoacidos quimicamente similares para dichos restos de aminoacido importantes predichos.

Un experto en la materia también puede analizar la estructura tridimensional y la secuencia de aminoacidos en relacién
con dicha estructura en ABP similares. En vista de dicha informacién, un experto en la materia puede predecir el
alineamiento de restos de aminoéacido de un anticuerpo con respecto a su estructura tridimensional. En determinadas
realizaciones, un experto en la materia puede elegir no hacer cambios radicales en los restos de aminoacido que se
predice que se encuentran en la superficie de la proteina, debido a que dichos restos pueden estar implicados en
interacciones importantes con otras moléculas. Ademas, un experto en la materia puede generar variantes de ensayo
que contienen una sola sustitucién de aminoacido en cada resto de aminoacido deseado. Las variantes pueden
explorarse usando ensayos de actividad conocidos por los expertos en la materia. Dichas variantes pueden usarse
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para obtener informacioén acerca de variantes adecuadas. Por ejemplo, en caso de