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ANEXOS \
PJ Comprobante de pago de la tasa de presentacién de Ia solicitud.
E Documento que acredita la existencla y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.

X Documento de Representacitn Legal.

E Documento de cesion del Inventor al solicitante o a su causante.
[[] Declaraciones.

D Copla de |a solicliud Intemacional. (resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
& Traducclén de la solicltud Intemacional al castsllano. (resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)

m Copla del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Preliminar
(IPEA).

E Traduccién del examen preliminar intemacional efectuado por la IPEA.

D De ser el caso, copia del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradiclonales de
las comunidades indigenas.

[] Arte Finat 12x12.

D De ser el caso, informaclién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por-..g,‘
mismo titular o su causante, relaclonados parclal o totelmente con la Invencion de esta solicitud.

D De ser al caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.
D otros Raporta de Bisqueda intemaclonal con su traduccién, Publicacién con su traduccidn.
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personerfa de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

g e

T.P. No. 53.215
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Yo, el infrascrito, Martin Emil BUCHNER, Notario Pablico de la Ciudad de
Londres, Inglaterra, por la. Autoridad Real debidamente admitido-.y
juramentado,

CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del puiio
y letra del Sefior Don Peter John GIDDINGS, cuya identidad me consta,
Apoderado de Ila Sociedad inglesa denominada “GLAX0O GROUP
LIMITED"”, Sociedad legalmente constituida y existente de acuerdo con las
leyes de Inglaterra, e inscrita en la Oficina de Registro de Sociedades bajo el
namero 305979, con domicilio social en Glaxo Wellcome House, Berkeley
Avenue, Greenford, Middlesex UB6 ONN, Inglaterra;

QUE el citado Sefior Don Peter John GIDDINGS estd debida y
suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en virtud
del Poder otorgado en'su favor por la referida Sociedad fechado el 30 de enero
de 2003, una copia del cual he tenido a la vista;

Y QUE los objetos para los cuales pe otorgd dicho Poder se encuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura
Constitutiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

Y PARA QUE CONSTE donde y como convenga y fuere.nocesario.expide el

L.
presents Certificado"§ue firmo'y sello en dicha Citidad WW‘MW“E

a3 Emil BUCHNER
Notario Pilblico de Londres, Inglaterra

' )

Tuluil as p 1 S A e—— - - e am

hoy veintiseis de agosto del afio dos mil cuatro. E’I ”q’ u" .f.“‘:.':..‘%‘:.‘.’:'.‘::?‘.""“g
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APOSTILLE
(Hague Convention of 5 Octaber 1961 7 Convention de La Haye du S octobre 1961) AL
deg

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
rep,
I. Country: United Kingdom of Gress Britein and Northern Ircland
Pays: Roysume-Uni de Gramde-Bretagne et &"Irlande du Nord
This public documen / Le présent acie public
2, Mas been signed by Martle K. Bochoer

" L vl dléelllﬂ'ﬂ‘
q.t:'nulmum o, J'-:'qﬁti.’hﬁ-\.d A

rnw‘?;“:‘.:} P 2 2 of Notary Public
o= F, — ., "‘“U.l'..h [
nﬂump of  The Sald Notary Public
u imbre de

¥ LT Centified/Aticssé Y Vaure,
P rigamt ms uuuumhdm 6. thefic 16 Angust 2004 : Squs
s e
-y '--'l 1{!‘ bstMqﬂlysPnnctplSeuﬁ:yofSﬂthw:muﬂCmmwnllhAﬂml de edig;
- piar le Sechétiire d*Em Principal de 5& Majcsté sux Affnires Etraagives ¢1. du %‘b"{::-ln
1
8. Numberous No G499865 - N fae

Saap L
9. Sam: 10. Signatwre: M. Mo o drbi ‘bmp.
timbre; rb”m‘- dey

: 8
| precan, "ot
. Suanig gy -
”M«rag::
For ot Secratwy of Smte Pune e Srcriten o Enmt )

LLOREDA";':IC

If this docament s to be used in & covatry which is ot party to the lingue Cooventlon of 5 aol,q;%u

October 1961, It should be presented to the consniar scction of the mission representing that - Prp . N i
' Pod, 8citn ¢

country. An apastille or legatisation centificate only confirms that the signaturs, seal or s1amp on 1he
is wenuine, 1t docs not mean th the contents of the document are correct or that the ! n €r Qug

documen! i
Foreign & Commonwealth Office spproves of the contents.
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Loy abajo firmados, GLAXO GROUP LIMITED, una
sociedad organizada y exisiente de conformidad con
ias leyas de Inglaterra y Gales..

\ rcon domicilic en Glaxo Wallcome Houss

N Berkeley Avenug
Greenford Middiesex UBS ONN
inglatagra_.

nombramos por &l presante a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domicliados en Bogota,
Colombla, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso Ba., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiclales o
extrajudiclales, con el fin de dar cumplimiento al
p:;agmfu 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1871,

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO yla IGNACIO SANTAMARIA vo ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
dasigne, quedan especlaimente facullados pam
representamos ante las autoridades colomblanas,
administrativas, judiciales o de policla, en todos ios
trAmites relativos a la propledad industrial, a cuyo
ofacto les facultamos pam dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
ndicado; elevar sollcitudes, declaraciones, reciamos,
recursos y presentar deslstimlentos; formular
dascripciones, enmlandas, limitar el alcence de las
soliciiudes, presentar oposiciones y apalsciones;
instaurar  cancelaclones, renunclar iotal o
parcialmente a los registros, abonar todos los
Impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; lienar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestroe Intereses; y en caso de producirse
oposicidn, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar Intarvencidn como
demandentes o demendados ante ios jueces que
gean compeatentes, pudiendo transar, someter a
drbitros, desistir, parclbir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora vdélido y bueno
cuanto dichas representanies y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, fecultamos B los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO
SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar an la Oficina de Propledad Industrial la
protocoiizacién de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de elios otorgue & nombre
nuastro.

Dado y firmado

S

The undersigned, GLAXC GROUP LIMITED, a
corporation organtzed and existing under the lews of
England and Wales.

domiclled at Glaxo Wellcome House
Berkeley Avenue
Graenford Middiasex UB8 ONN
Great Britain

hereby appoint, ALICIA LLOREDA endlor

GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices In seld town, Calle 72 No. 583, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power o recaive notifications and to appoint
judicial or extrajudiclal agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decres 410 of 1871

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the egents by any one of
them appoinied, are aspeclhlly empowered to
represent us before the adminisirative, judicial or
pofice authorities of Colombia, in &ll proceedings
pertaining to mdustrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recoursea and withdrawsls, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, fie oppositions; fie
cancellations total or partially walve registralions, to
pey &l installmenis and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other raqulmmenta and,.in. short, to

teke all those me: w'l'upl\,ﬂwy may. dearn‘ﬁt lor
the protaction w:élg‘tc_‘mm_ "W

opposltion, whem,ﬁ?bﬁohe'bdi\gr pus‘ied over to
the courts, we guthairidpid its’ toact-on our
behalf, as complabiaht: THebitilibnts, before
the competent j n_f‘--‘;. ~powers fo make
amsngements, tofsubmt:to 'gthMN. to daslst}to
collect, to appeaiian wltl'_l all.such, further
powears as may we hereby dedg

good all that sald
representatives andfor th agehts by any one of them
appointed may do for our

We also autharize doclors ALICIA LLOREDA
andior GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power




TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-02-440
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacién de un Poder de Representacion Legal, Documento escrito en inglés y

en espafiol.

Notarizacién del documento es espafiol.
Hay un sello rojo sobre una cinta verde.

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octub
Reino Unido de la Gran Bretafia e Irland
1. Pals: Reino Unido de la Gran Bretana e Irlanda #
Este documento publico

AR TR T, A '.:"'4-1-:

e 2Tl TS [y Y, .
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ha sido firmado por Martin £ Buchner
3. actuando como Notario Piblico

4. lleva el sello/estampilia de dicho Notario Publico
CERTIFICADO )
en Londres 6. el 26 de agosto de 2004-:-

por el Secretario de Estado Principal de Su Majestad para Asuntos
Exteriores y del Commonwealth

8. Numero G498865
Sello/Estampilla 10. Firma: (ilegible)

Sello de la Oficina de Asuntos M. Monagha‘gmm fOR OFICIAL

RESOLUCION 2177
—

g

ANITA FSCORBAR DE TAMAYO
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Exteriores y del Commonwealth Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencion
de La Haya del 5 de octubre de 1961, debe presentarse en la seccidn
¢ nsular de la misidén que representa a ese pais. Una apostilla o certificado de
legalizacién unicamente confima que la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean
correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los

contenidos.

Traducido a mi mejor saber y entender, este dia 2 de septiembre de 2004,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,

Res, 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Repuiblica de Colombia.
TRADUCTOR OFiCIA)
RESOLUCION 219y

ANITA BSCOBAR DE TAMAYO
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Salicitud Internacional No.
PCT/EP03/08749

A. CLASIFICACKON DE MATERIA
IPC7 A6LK 397395 AGIP25/00 CO7K16728

| B. CAMPOS BUSCADOS

Segim a Clasificacidn de Patentey Internacianal (CPT) o segtin la clasificecidn nacional y In CPI

IPC7. AGIK

Docurnentacidn minima buscada (sisiema de clasificacion seguido de simbolos de glasificacion)

Txeunmmihhundnmnd:dmmt:idnnﬂnhﬂhnndmded-lamduummaincluylnmlﬂunp:-lullﬂh

EPO-INTERNO, Dato WPI, PAJ, BIOSIS

Base de detos clectrénica consulinda durente la biisqueda internacional (nombre de In base de daios y, donde sea prikctico, buscar términos usados)

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria *

Citacitn de documentn, can indicacidn, donde S& spTopiads, de Jog texing relsvantes

Relcvante a Ia reivindicacion No.

X WO 95 22344 A (BRAUN PETER ERICH

(CA); D) 24 de agosto de 1995 (1995-08-24)
pégina 16, linea 21-pdgina 18, linca 34

30 de agosto de 2001 (2001-08-30)
fipura 54

A WO 98 12329 A (REED GUY L)
26 de marzo de 1998 (1998-03-26)
figuras 15, 16

; MCKERRACHER LISA JOAN (CA); UNIV MCGILL

pégina 21, linea 3-linca 14; reivindicaciones 4-7

1-6
12-16

X WO 01 62907 A (MEDICAL & BIOLOG LAB CO LTD 1-5
; IBA YOSHITAKA (JP); AKAHORI YASUSHI ( )

1-6

E En ¢l recuadro C se enumeran mils docurnening.

& En el anexo se enurnersn miemnbros de In familia de patentes,

° Categorisg especiales de documentos citados:

'A' docurmento que define ¢! estado general de la técnica ¢] cual no s
considera de relevancia particular

'E documento anterior pero publicado en o despuds de 1a fecha de
preseniacién intemnacional

'L' documento que puede wrojar dudas sobee reivindicaciones de
prioridad o que se cita para esteblecsr Ia fecha de publicacitn de otrs
citacion u otra ruadn especiol (seglin so especifics)

0" documento que se refioro a unn revelscidn oral, uso, exhibicién u
otroa medics

P docurnemtn publicado sntes de Ia fecha de presentacidn internecionsl
de Ia fecha de priovidad reivindicada

T documento posterior publicado después de la fecha de presentacidn
internacional o fecha de prioridad y que no estd en conflicto con la
solicitud pero citado para entender el principio o teoria que sustenta
la invencidn

"X’ documento de relevancia particular; ks invencitn reivindicada no
puede considerarse nueva o no puede considerarse que comprende
un paso inventivo cuando €] documenio se toma solo

'Y" documento de refcvancia particular; la invencidn reivindicads no
puede consiierurse que comprende un paso inventivo cuanda cl

documento se combina con uno o ks documentos, sienda dicha
combinacidn cbvia pam una persona experia en la técnica

'®' documenio miembro de la misma familia de patentes

Fecha de la teminacién real de In bdsqueda internacional

5 de marzo de 2004

Fecha de envio par cosreo del reporte de bilsqueda intemacional
19/03/2004

Nombre y direceién del comreo de ISA
European Patent Office P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040 Tx. 31 651 eponl,

| Fax (+31-70) 340-3016

Funcionsrio autorizado

Le Flao, K

Forma PCT ISAJ 210 (acgunda baja) (Jullo 1992)




Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP 03/08749
C. (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
Categorfa® | Citacidn de documento, con indicacion, donde scs apropiado, d¢ os Wxins relcvantes Rolevante a la reivindicacion No.
PX WO 02 062383 A (VINSON MARY ; IRVING ELAINE 1-5
ALISON (GB); SMITHKLINE BEECHAM PLC (GB) 17-26
15 de agosto de 2002 (2002-08-15)
reivindicacién 7
A WO 99 25378 A (EURO CELTIQUE SA) 1-26
27 de mayo de 1999 (1999-05-27)
reivindicacion 6
A | WO 9953945 A (BRAUN PETER ERICH 1-26

i MCKERRACHER LISA JOAN (CA); DAVID SAMUEL
{CA) 28 de octubre de 1999 (1999-10-28)
reivindicaciones 1-23

Formm FCTASAAI0 (contiouncitn S 1 g scgads) (Julio 1992)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.

PCT/EP 03/08749

Este

| oracién de la Regla 6.4(a).
Casilla II Observaciones donde falts unidad de invencién (Continuacién del Item 2 de Ia primera hoja)

Casilla I Observaciones donde clertas relvindicaciones fueron inescrutables (Continuacién del Item 1 de
Ia primera hoja)

reporte de bisqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(2)(a) por las siguientes razones:

1. [X] Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:

aunque las reivindicaciones 18, 20, 22-25 estin dirigidas al método del tratamiento
del cuerpo humano/animal, la bisqueda ha sido llevada a cabo y basada en los
efectos alegados de la composicién

[} Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una busqueda internacional significativa,
especificamente:

ver SIGUIENTE INFORMACION hoja PCT/ISA/210

3. [] Reivindicaciones No.:

porque son reivindicaciones dependientes y no estin disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera

2. [
3. [

Esta Autoridad de Biisqueda Internacional encontrd invenciones nmiltiples en esta solicitud internacional, asi:

1. D Puesto que todos los derechos de bisqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por

el solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicité pago de derechos adicionales.

Puesto que sdlo algunos de los derechos de biisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre dnicamente aquellas reivindicaciones para
las cuales sépagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4. [ B! solicitante no pagé oportunamente los derechos de biisqueda adicionales requeridos. Por

consiguiente, este informe de bisqueda internacional se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; esté cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta [ ] Los derechos de biisqueda adicionales estuvieron acompafiados por la

protesta del solicitante.
D El pago de los derechos de biisqueda adicionales no estuvo acompafiado por
una protesta.

Forma PCT ISA 210 (continwecién de primera pigina (I)) (Julio 1998)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

Informe sobre miembros de familia de patentes | PCT/EP 03/08749

Documento de patente . -
clhdo:n el reporte de Fecha de publicacién M‘"’"’“";’ﬁg:::"""“ de P:;’;'i'::i:n
Gsqueda

WO o523 A 24-08-1995 AU 1700595 A 04.05-199%
CA 2183630 A1 24-08-1995
WO 9522344 A1 24-08-1995

WO 0162907 A 30-08-2001 AU 3412501 A 03-09-2001
EP 1264885 A1  11-12-2002
WO 0162907 A1  30-08-2001

WO 912329 A 26-03-199 AU 734997 B2 28062001
AU 413497 A 14041998
AU 741338 B2  29-11-2001
AU 413597 A 14041998
CA 2266339 A1 26031998
CA 266341 Al 26031998
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Solicitud internacional No. PCT/EP (3/08749

Base del Reporte

La base de este examen preliminar internacional es la eolicitud como fue presentada
originalmente.

No establecimiento de opinién con respecto a la novedad, nivel inventivo y aplicacién
industrial

La cuestién si la invencién reivindicada parece ser novedosa, involucrar un nivel inventivo, o
ser industrialmente aplicable no ha sido el objeto del examen preliminar internacional con
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mencionados en el Articulo 33(1) del PCT, i.e. no parece ser novedoso y/o involucrar un nivel
inventivo (ver el reporte de bilsqueda internacional, en particular los documentos citados X y/o
Y y las correspondientes referencias a la reivindicacién).
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INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational spplication No.  PCT/EP03/08749
EXAMINATION REPORT

I.  Basis of the report
The basis of this international prellminary examination is the application as originally filed.

li. Non-sstsblishment of opinion with regard to noveity, inventive step and Industrial
applicabllity

The question of whether the claimed invention appears to be novel, to involve an
inventive atap, or to be Industrially applicable has not been the subject of the
intemational preliminary axamination in respect of the claims which have not been

searched (Article 17(2)(a) or (3) and Ruie 66.1(a) PCT). see aiso international search report).

V. Reasoned statement under Rule 66.2(a){(ll) with regard to novelty, Inventive step or
industrial applicabliity

To the extent that the intemnational preliminary examination has been carried out (see item
Il above), the following is pointed out:

In light of the documents cited in the international search repont, it is considered
that the invention as defined In at least some of the claims, which have been the
subject of an international saarch report, does not appear to meet the criteria
mentioned in Article 33(1) PCT, i.e. does not appear to be novel and/or to involve
an Inventive step (see intemational search report, in particular the documents ched
X and/er Y and corresponding claim references).

Form PCT/408NE2 (EPO-03-2002) P20758
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ANTICUERP S DE GLICOPROTEINA ASOCIADA CON ANTI-MIELINA

(MAG)

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a anticuerpos alterados para
glicoproteina asociada con mielina (MAG), formulaciones
farmacéuticas que las contlenen y al uso de dichos anticuerpos en el

tratamiento y/o profilaxis de enfermedades/trastornos neurolégicos.



10

15

20

25

5

1

ANTICUERPOS DE GLICOPROTEINA ASOCIADA CON ANTI-MIELINA
' MAG

CAMPO DE DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a anticuerpos alterados que se
unen a glicoprotelna asociada con mielina (MAG) y neutralizan la
funcién de 1a misma, polinucleétidos que codifican dichos
anticuerpos, formulaciones farmacéuticas que contienen dichos
anticuerpos y al uso de dichos anticuerpos en el tratamiento y/o
profilaxils de enfermedades neurolbgicas. Otros aspectos, objetos y
ventajas de la presente invencidon se volveran aparentes a partir de

la siguiente descripcion.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El derrame cerebral es la causa principal de muerte Yy
discapacidad en el Mundo Occlidental. No hay ninguna terapia
aprobada para el tratamlento de derrame cerebral diferente de t-PA
el cual tiene que ser administrado dentro de las tres horas de_l
ataque después de una exploraciéon CT para excluir la hemorragia. A
la fecha la mayoria de los agentes terapéuticos que se dirigen hacia
el tratamiento de derrame cerebral agudo (es decir,
neuroproteccion), tienen predominantemente involucrada la

activacién de receptores de glutamato y sus trayectorias de
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sefalizaciobn de corriente descendienée que s® sabe que se
involucran en la muerte aguda de células. Sin embargo a la fecha se
ha probado que estas estrategias no son exitosas en evaluaciones
clinicas y por lo general estan asociadas con efectos laterales que
limitan la dosis (Hill & Hachinski, The Lancet, 352: (suppl IHl) 10-14
(19098). Por consiguiente existe |la necesidad de métodos novedosos
dirigldos hacla la mejora de la muerte de células después de que
cesa el flujo sanguineo.

Después del ataque del derrame cerebral, se observé algdn
grado de recuperacién funclonal espontdnea en muchos pacientes,
sugiriendo que el cerebro tiene la habilidad (en cierto grado limitada)
de repararse y/o remodelarse después del dafio. Los agentes que
tienen el potencial de mejorar esta recuperacléon pueden po-r lo tanto
permitir la intervencién que se hard después (potencialmente dias)
después del ataque de la isquemia cerebral. Los agentes son
capaces de ofrecer tanto neuroprotecciébn como recuperacién
funcional mejorada puede proveer ventajas significativas sobre las
estrategias neuroprotectoras potenciales actuales.

Los mecanismos que subyacentes de recuperacién funcional
son actualmente conocidos. El desarrollo de axones dafiados o no
dafiados ha sido propuesto como un mecanismo posible. Sin
embargo, aunque los estudios /n vivo has mostrado que el
tratamlento de el dafio en la espina dorsal o derrame cerebral con
factores neurotroficos da como resuitado la recuperacién funcional

mejorada y un grado de desarrollo de axones, esto no prueba un

M
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enlace directo entre el grado de desarrollo de axones y la extension
de la recuperacién funcional (Jakeman, y otros, 1998, Exp. Neurol,
154: 170-184, Kawamata y otros, 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA,
94:8179-8184, Ribotta y otiros, 2000, J.Neurosci. 20: 5144-5152).
Ademés, el desarrollo de axones requiere una neurona viable. En las
enfermedades tales como el derrame cerebral que estan asociadas
con una muerte de células extensiva, el mejoramiento de Ila
recuperacién funcional ofrecida por un agente dado después del
derrame cerebral puede por consiguiente ser a través de mecanismos
diferentes del desarrollo de axones tales como la diferenclacion de
cédlulas de tallo endbgenas, activacién de trayectorilas redundantes,
cambios en la distribucidn del receptor o excitabilidad de neuronas o
glla (Fawcett & Asher, 1999, Brain Res. Bulletin, 49: 377-3981, Horner
& Gage, 2000, Nature 407 963-970).

La habilidad limitada del sistema nervioso central (CNS) para
reparar después del dafio se cree, que en parte es debido a las
moléculas dentro del ambiente CNS que tienen un efecto inhibldor
sobre el desarrollo de axones (producto derivado de neuritas). El
mielina CNS se cree que contiene moléculas Inhibidoras {(Schwab ME
y Caronl P (1988). J. Neurosci, 8, 2381-2193). Dos proteinas de
mielina, glicoprotelna asociada con mielina (MAG) y Nogo han sido
clonados e lIdentificados como inhibidores putativos del producto
derivado de neurita (Sato S. y otros (1989) Biochem. Biophys. Res.
Comm, 163, 1473-1480; McKerracher L otros {1994) Neuron 13, 805-
811; Mukhopadhyay G y otros (1994) Neuron 13, 757-787; Torigoe K
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y Lundborg G (1897) Exp. Neurology 150, 254-262; Schafer y otros
(1996) Neuron 16, 1107-1113; W08522344; W09701352; Prinjha R y
otros {2000) Nature 403, 383-384; Chen MS y otros (2000) Nature
403, 434-439; GrandPre T y otros (2000) Nature 403, 439-444;
US005250414A; WO200005364A1; WO00312385).

La glicoproteina asociada con miellna es una molécula de
transmembrana de la superficile de la célula expresada en la
superficie de Ila mielina que consiste de cinco dominios de
inmunogliobulina extracelular, un dominio de transmembrana
individual, y un dominio Intracelular. La expresiobn de MAG esta
restringida a milelizacién de glia en el CNS y sistema nervioso
periférico (PNS). MAG se cree que interactda con el receptor(es)
neuronal el cual media los efectos en la citoesqueleto neuronal
incluyendo l|la fosforilaciobn del neurofilamento y la inhibicién del
crecimlento de neurita /n vitro. Aunque los antagonistas de MAG han
sido postulados como utiles para la promocién del desarrollo de
axones después del dafio (W09522344, W09701352 y W09707810),
estas declaraciones no estdn soportadas por datos /n vivo. Ademés,
ol papel de MAG como un Inhibidor del crecimiento de axones a
partir de neuronas CMS in vivo no esta probado (Li CM y otros
(1994) Nature 389, 747-750; Montag, D y otros (1994) Neuron 13,
229-246; Lassmann H y otros (1997) GLIA 19, 104-110; Li C y otros

(1998) J. Neuro. Res 51, 210-217; Yin X y otros (1998) J, Neurosci,

18, 1953-1962; Bartsch U y otros (1895) Neuron 15 1375-1381; LI M.

y otros (1996) 46, 404-414).
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Los anticuerpos tipicamente comprenden cadenas paesadas
enlazadas juntas a través de enlaces de disulfuro y dos cadenas
ligeras. Cada cadena ligera est4d enlazada a una cadena pesada
respectiva a través de enlaces de disulfuro. Cada cadena pesada
tiene en un extremo un dominlo variable seguido por un nimero de
dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable
en un extremo y un dominio constante en su otro extremo. El dominio
variable de cadena ligera esta alineado con el dominio variable de la
cadena pesada. El dominio constante de la cadena ligera esté
alienado con el primer dominio constante de la cadena pesada. Los
dominios constantes estdn alineados con el primer dominio constante
de la cadena pesada. Los dominios constantes en la cadena ligera y
pesada no estidn involucrados directamente en la unién del
anticuerpo al antigeno.

Los dominios variables de cada par de cadenas ligera y pesada
forman el sitio de unién del antigeno. Los dominios variables de la
cadenas ligera y pesada tiene la misma estructura general y cada
domino comprende una estructura de cuatro regiones, cuyas
secuencias estan relativamente conservadas, conectadas mediante
tres regiones determinantes complementarias (CDRs), por lo general
referidas como regiones hipervariables. Las cuatro regiones de
estructura en su mayor parte adoptan una conformacién de capa
delgada beta y las CDRs forman los bucles que conectan, y en
algunos casos forman parte de, la estructura de capa ligera beta, Las

CDRs se mantienen en una proximidad cercana a través de las
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regiones de la estructura y, con las CDRs del otro dominio,
contribuyen a la formacién del sitio de unién del antigeno. Las CDRs
y las regiones de westructura de Ilos anticuerpos puede ser
determinadas a través de la referencia a Kabat y otros ("Secuenclas
de protelnas de interés inmunoldgico” Departamento de Salud y
Servicios Humanos de EUA, Oficina de Impresion del Gobierno de
EUA, 1987).

Ahora se ha encontrado que un anticuerpo monoclonal anti-
MAG, descrito (Poltorak y otros (1987) Journal of Cell Biology 105,
1863-1899, DeBellard y otros (1996) Mol. Cell, Neurosci. 7, 89-101;
Tang y otros (1997) Mol.Cell, Neurosci. 8, 333-346; Torigoe K vy
Lundborg G (1997) Exp. Neurology 150, 254-262) y comerclalmente
disponible (MAB1567 (Chemicon)) cuando se administra ya sea
directamente dentro del cerebro o intravenosamente después de la
Isquemia cerebral focal en la rata (un modelo de derrame cerebral),
proporciona neuroproteccién y mejora la recuperacién funcional. Por
consiguiente los anticuerpos anti-MAG proporcionan agentes
terapéuticos potenciales tanto para la neuroproteccion aguda asl
como para la promocién de recuperacion funcional después del
derrame cerebral. Este anticuerpo es un anticuerpo de murino.
Aunque los anticuerpos de murino por lo general se utilizan como
agentes de diagndstico, su utilidad como un agente terapéutico ha
sido probada solamente en algunos casos. Su aplicaciéon limitada se
debe en parte a la administracién repetida de n.wnoclonales de

murino en humanos, que usualmente provocan respuestas Inmunes
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humanas contra estas maiéculas. Para superar estas propiedades
Indeseables Intrinsecas de los anticuerpos "alterados® monoclonales
de murino diseflados para incorporar regiones de anticuerpos
humanos, han sido desarrollados y estan blen establecidos en la
técnica. Por ejemplo, un anticuerpo humanizado contiene
complementaridad que determina las reglones (“CDRs) de origen no
humano y la mayoria del resto de la estructura se deriva de un
anticuerpo humano.

El procesec de neurodegeneracion desarrolla muchas
enfermedades/trastornos neuroldgicos Incluyendo aenfermedades
agudas tales como derrame cerebral, dafio traumatico al cerebro, y
dafo a la espina dorsal asl como enfermedades crénicas, Incluyendo
la enfermedad de Alzheimer, demencias fronto-temporales
(tauopatias), neuropatia periférica, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Huntington, y esclerosis maitiple. Las mabs anti-Mag
por lo tanto pueden ser Gatlles en el tratamlento de estas
enfermedades/trastornos, tanto a través del mejoramiento de la
muerte de células asociado con estas enfermedades/trastornos como
promoviendo la recuperaciéon funcional.

Todas las publicaciones, tanto de revista como de patente,
descritas en la presente especificaciébn estdn expresamente vy

enteramente incorporadas aqu! por referencia.
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La invencién provee un anticuerpo alterado o fragmento
funcional del mismo, el cual se une a, y neutraliza MAG y comprende
una o mas de las siguientes CDRs. Las CDRs se Identifican segln
descritas por Kabat y otros ("Secuencias de protelnas de interés
inmunolégico®” Departamento de Salud y Servicios Humanos de EUA,
publicacién NIH No. 91-3242. Las CDRs preferiblemente son como se
definen por Kabat, pero sigulendo los principlos de |la estructura de
protelna y plegandose como se define a través de Chothia y Lesk,
(Chothlia y otros, (1988) Conformaciones de regiones hipervariables
de Inmunoglobulina; Nature 342, pB877-883), se apreclara que los
residuos adicionales también pueden ser considerados como siendo
parte de la regién de union del antigeno y de esta forma se abarcan

a traves de la presente invencion.

CDRs de cadena ligera

De acuerdo con Kabat

WASTRES (ID DE SECUENCIA NO: 2)

[CDR
L1 KSSHSVLYSSNQKNYLA (ID DE SECUENCIA NO: 1)
L2
L3

HQYLSSLT (ID DE SECUENCIA NO:3)

20
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NYGMN (ID DE SECUENCIA NO: 4)

CDR De acuerdo con Kabat
H1
H2

WINTYTGEPTYADDFTG (ID DE SECUENCIA NO: 5)

H3 NPINYYGINYEGYVMDY (ID DE SECUENCIA NO:8)

La presente invencién también se refiere a un anticuerpo que
se une al mismo eplitopo como un anticuerpo que tiene las CDRs
descritas anteriormente. Los ensayos de inhibiciébn competitiva se
utilizan para representar los epltopos del antigeno. De esta forma
también se provee un anticuerpo anti-MAG (alterado o no alterado) el
cual competitivamente inhibe la unién del anticuerpo alterado que
tlene las CDRs descritas supra a MAG, preferlblemente MAG
humano.

En un aspecto adicional, la presente invencién provee un
anticuerpo alterado o fragmento funcional del mismo que comprende
un dominio variable de cadena pesada que comprende una o mas
CDRs seleccionadas de CDRH1, CDRH2, y CDRH3, y/o un dominio
variable de cadena ligera que comprende una o mas CDRs
seleccionadas de CDRL1, CDRL2, y CDRL3.

La invenclén ademéas provee un anticuerpo anti-MAG alterado o
fragmento funcional del mismo que comprende:

a) un dominio variable de cadena pesada (Vy) que comprende

CDRH1, CDRH2, y CDRH3 en secuencia.



10

15

20

25

10

y/o

b) un dominio variable de cadena ligera (V_.) que comprende
CDRL1, CDRLZ2, y CDRL3 an secuencia.

Un aspecto adicional de la Invencién provee una composicién
farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-MAG alterado de la
presente invencién o fragmento funcional del mismo junto con un
diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto mas, la presente invencién provee un método
para el tratamiento o profilaxis de derrame cerebral y oiras
enfermedades neurolbégicas en un ser humano, que comprende la
administracion a dicho ser humano en la necesidad del mismo, de
una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-MAG de la invencién o
fragmentos funcionales del mismo.

En otro aspecto, la invencién proporciona el uso de un
anticuerpo anti-MAG de la invencién o un fragmento funcional del
mismo en la preparacién de un medicamento para el tratamiento o
profilaxis de derrame cerebral y otras gnfarmadades neurolégicas.

En un aspecto adicional, la presente invencién provee un
método para inhibir neurodegeneracidn y/o promover la recuperacidn
funcional en un paciente ser humano afectado con, o en riesgo de
desarrollar, un derrame cerebral u otra enfermedad neurolégica, que
comprende la administracién a dicho ser humano en la necesidad del
mismo de una cantidad efectiva de un anticuerpo anti-MAG de la
invencién o un fragmento funcional del mismo.

En aln otro aspecto, la invenciébn provee el uso de un
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anticuerpo anti-MAG de la invencién o un fragmento funcional del

mismo en la preparacién de un medicamento para inhibir

neurodegeneracién y/o promover la recuperacién funcional en un

paciente ser humano afectado con, o en riesgo de desarrollar, un
derrame cerebral y otras enfermedades neurolégicas.

Otros aspectos y ventajas de la presente invencion se

describen ademés en la descripcion detallada y las modalidades

preferidas de la misma.
DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1: Secuencia de una cadena pesada del anticuerpo anti-
MAG quimérico de ratén/ser humano (SEC ID No: 27).

Figura 2: Secuencia de una cadena ligera del anticuerpo anti-
MAG quimérico de ratén/ser humano (SEC ID No: 28).

Figura 3: Secuencia de una cadena pesada del anticuerpo anti-
MAG quimérico de ratén/ser humano (SEC ID No: 29).

Figura 4: El anticuerpo anti-MAG quimérico se une a MAG de
rata.

Figura 5: Secuencias del anticuerpo anti-MAG humanizado.

Flgura 6: Los anticuerpos anti-MAG humanizados se unen a
MAG de rata.

Figura 7: Los anticuerpos anti-MAG humanizados se unen a
MAG de rata.

Figura 8: Los anticuerpos anti-MAG humanizados se unen a
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MAG de ser humano.

Figura 9: Competencia de ELISA con MAG de anticuerpos anti-

MAG de ratén y humanizados.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Anticuerpo antl-MAG

El anticuerpo alterado de la invencién es preferiblemente un
anticuerpo monoclonal (mAb) y es preferiblemente quimérico,
humanizado o remodelado, de estos humanizados es particularmente
preferido.

El anticuerpo alterado preferiblemente tiene la estructura de un
anticuerpo natural o fragmento del mismo. El anticuerpo puede por lo
tanto comprender un anticuerpo completo, un fragmento (Fab')z, un
fragmento Fab, un dimero de cadena ligera o un dimero de cadena
pesada. El anticuerpo puede ser un IgG1, 1gG2, 1gG3, o IgG4; o IgM;
IgA, IgE o IgD o una variante modificada de los mismos. El dominio
constante de la cadena pesada deil anticuerpo por consiguiente
puede ser seleccilonado Por consiguiente el dominio constante de la
cadena ligera puede ser un dominio constante kappa o lambda.
Ademas, el anticuerpo puede comprender modificaciones de todas
las clases de dimeros eg IgG, mutantes Fc que ya no se unen a
receptores Fc o median la unién a Clq (anticuerpos de bloqueo). El
anticuerpo también puede ser un anticuerpo quimérico del tipo

descrito en W086/01533 que comprende una regién de unlén a
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antigeno y una region no de inmunoglobulina. La regidon de unién a
antigeno es un anticuerpo de dominio variable de cadena ligera de o
dominlo variable de cadena pesada. TIipicamente la regién de unién
a antigeno comprende ambos dominios variables, de cadena ligera y
de cadena pesada. La region de no inmunoglobulina se fusiona en su
término C a la regiébn de unién de antigeno. La regién de no
inmunoglobulina es tipicamente una proteina no de inmunoglobulina
y puede ser una enzima, una toxina o proteina que tiene
aspecificidad de unién conocida. Las dos regiones de este tipo de
anticuerpo quimérico pueden estar conectadas a través de una
secuencia enlazadora divisible. Las inmunoadhesinas que tienen las
CDRs como se describid aqul anteriormente, también se contemplan
en la presente invencioén.

La regién constante se selecciona de acuerdo con la
funcionalidad requerida. Normalmente un 1gG1 demostrara Ia
habilidad litica a través de la unién que complementa y/o mediara_
ADCC (citotoxicidad de célula dependiente de anticuerpo. Un IgG4
serd preferido sl un anticuerpo de bloqueo no citotéxico es
requerido. Sin embargo, los anticuerpos IgG4 pueden demostrar
inestabllidad en la produccién y por lo tanto ser4 méas preferible
modificar el IgG1 generalmente mas estable. Las modificaciones
sugeridas se describen en las modificaciones preferidas EP0O307434
incluidas en las posiciones 235 y 237. La invencién por lo tanto
proporciona una forma litica o no litica de un anticuerpo de acuerdo

con la Invencién.
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En un aspecto preferido el anticuerpo preferido es clase 1gG,
mas preferiblemente 1gG1.

En formas preferidas por lo tanto, el anticuerpo de la invencién
es un anticuerpo IgG1 no litico de longitud completa que tiene los
CDRs descritos supra. En las formas mas preferidas se provee un
anticuerpo IgG1 no litico de longitud completa que tiene ias CDRs de
SEC.I.D.NO.13 y 16 y un anticuerpo IgG1 no Illtico de longitud
completa que tiene las CDRs de SEC.ID.NO: 15 y 18.

En un aspecto adicional, la invencibn proporciona
polinucleétidos que codifican CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL2 y

CDRL3. Las secuencias de polinucle6tido preferidas son

CDRs de cadoena ligera

"CDR
L1 AAGAGCAGCCACAGCGTGCTGTACAGCAGCAACCAGAAGAACTA
CCTGGCC
(SECUENCIA ID NO: 7
2 TGGGCCAGCACCCGCGAGAGC (SECUENCIA ID NO: 8
3 CACCAGTACCTGAGCAGCCTGAGC (SECUENCIA ID NO:6)
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CDRs de cadena pesada

CDR

H1 AACTACGGCATGACC (SECUENCIA ID NO: 10)

H2 TGGATCAACACCTACACCGGCGAGCCCACCTAC (SECUENCIA 1D
NO: 11)

H3 AACCCCATCAACTACTACGGCATCAACTACGAGGGCTACGTGATGG
ACTAC (SECUENCIA ID NO: 12)

En un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un
polinucleétido que codifica una reglén de cadena variable de un
anticuerpo anti-MAG alterado incluyendo por lo menos una CDR
soleccionada de CDRL1, CDRL2 y CDRL3, mas preferiblemente
incluyendo las 3 CDRs en secuencia.

En un aspecto méas de la Invencién, se proporciona un
polinucleétido que codiflca una regién variable de cadena pesada de
un anticuerpo antl-MAG alterado Incluyendo por lo menos una CDR
seleccionada de CDRH1, CDRH2, y CDRH3, méas preferiblemente
incluyendo las tres CDRs en secuencia.

En un aspecto particularmente preferido, el anticuerpo anti-
MAG de la invenclén es un antilcuerpo humanizado.

La Invencién por consiguiente ademas proporciona un
anticuerpo humanizado o fragmento funcional del mismo que se une
a y neutrallza MAG, el cual comprende una regidn variable de cadena
pesada que comprende una de Iés siguientes secuencias de

aminoéacido:
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QVQLVAQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEW
MGWINTYTGEPTYADDFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCA
RNPINYYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSS (SEC ID No 13).

QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEW
MGWINTYTGEPTYADDFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYFCA
RNPINYYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSS (Secuencia ID No 14)

QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEW
MGWINTYTGEPTYADDFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTATYFCA
RNPINYYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSS (Secuencia ID No 15)

Ed' un aspecto adicional de la invenciébn se proporciona un
anticuerpo humanizado o fragmento funcional del mismo que se une
a MAG, el cual comprende la region variable de cadena pesada de la
Secuencia Id No 13, 14, o 15 Junto con una regién variable de
cadena ligera que comprende |as Secuencias de aminoacido,

Secuencia Id No 16, 17, 18 0 19:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQP
PKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCHQYLS
SLTFGQGTKLEIKRTV (SEC ID No 16)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQP
PKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTIINLQAEDVAVYYCHQYLS

36
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SLTFGQGTKLEIKRTV (SEC ID No 17)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQP
PKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLHTEDVAVYYCHQYLS
SLTFGQGTKLEIKRTV (SEC ID No 18)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQP
PKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTIINLHTEDVAVYYCHQYLS
SLTFGQGTKLEIKRTYV (SEC ID No 19)

En un aspecto adicional de |la presente Invenclién se provee un
anticuerpo humanizado que comprende:

un fragmento variable de cadena pesada que comprende SEC
ID No 13, 14 0 15

y una parte constante del fragmento del mismo de una cadena
pesada humana

y

un fragmento variable de cadena ligera que comprende SEC ID
No. 16, 17, 18 o 19 y una parte constante o fragmento del mismo de
una cadena ligera humana.

En un aspecto preferido, el anticuerpo humanizado es clase
1gG maéas preferiblemente 1gG1.

Los anticuerpos preferidos de la invencion comprenden:

Una regidén variable de cadena pesada que comprende Sec ID
No 13 y una regién variable de cadena ligera que comprende Sec ID

No 186;
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18

Una regién variable de cadena pesada que comprende Sec

13 y una regién variable de cadena ligera que comprende Sec
17,

Una regién variable de cadena pesada que comprende Sec
13 y una regién variable de cadena ligera que comprende Sec

18;

Una regién variable de cadena pesada que comprende Sec
13 y una region variable de cadena ligera que comprende Sec
18;

Una region variable de cadena pesada que comprende Sec
14 y una region variable de cadena ligera que comprende Sec
16;

Una reglén variable de cadena pesada que comprende Sec
14 y una reglén variable de cadena ligera que comprende Sec
17;

Una reglién variable de cadena pesada que comprende Sec
14 y una reglén variable de cadena ligera que comprende Sec
18;

Una region variable de cadena pesada que comprende Sec
14 y una reglén variable de cadena ligera que comprende Sec
19;

Una regién variable de cadena pesada que comprende Sec
15 y una reglén variable de cadena ligera que comprende Sec
18;

Una region variable de cadena pesada que comprende Sec

ID
1D

ID
ID

ID
1D

ID
D
1D
1D

D
ID
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No 15 y una regioén variable de cadena ligera que comprende Sec ID
No 17;

Una regién variable de cadena pesada que comprende Sec ID
No 15 y una region variable de cadena ligera que comprende Sec ID
No 18;

Una regién variable de cadena pesada que comprende Sec |D
No 15 y una regién variable de cadena ligera que comprende Sec ID
No 19.

En un aspecto adiclonal, la invencién proporciona
polinucleétidos que codifican la region variable de cadena pesada
que comprende las Secuencias ID Nos 13, 14 y 15 y las regiones
variables de cadena ligera que comprenden la Secuencia |ID No 18,
17, 18 y 19.

La Secuencia de polinucledtido preferlda que codifica la
Secuencia de aminoacido SEC ID NO 13 es
CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGC
TCAGTGAFFTTTCCTGCAAGGCTTCTGGATACACCTTCACTAACTACG
GCATGAACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTGAGTGGATG
GGATGGATCAACACCTACACCGGCGAGCCACCACGCCGACGACTTC
ACCGGCCGGTTTGTCTTCTCCTTGGACACCTCTGTCAGCACGGCATAT
CTGCAGATCAGCAGCCTAAAGGCTGAGGACACTGCCGTGTATTACTGT
GCGCAAAQCCCA'I;CAACTACIACQQQATCAACTACGAGGGCTACGTGA
TIGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTAGTCACAGTCTCCTCA (SEC ID
No 20)
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La secuencia de polinucledtido preferida que codifica la
Secuencia de aminoacido ID No 14 es:
CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGC
CTCAGTGAAGGTTTCCTGCAAGGCTTCCTGGATACACCTTCACTAACT
ACGGCATGAACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTG
GATGGGATGGATCAACACCTACACCGGCGAGCCACCTACGCCGAAC
GACTTCACGGCCGGTTTGTCTTCTCCTTGGACACCTCRGTCAGCACG
GCATATCTGCAGATCAGCAGCCTAAAGGCTGAGGACACTGCCGTGTAT
TTCTGRGCGAGAAAACCCATCAACTACTACGGCATCAACTACGAGGG
CTACGTGATGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTAGTCACAGTCTCCT
CA (SEC ID No 21).

La secuencla de polinucleétido que codifica la Secuencia de
aminoacido ID No 15 es:
CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGC
CTCAGTGAAGGTTTCCTGCAAGGTTCTGGATACACCTTCACTAACTAC
GGCATGAACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGAT
GGGATGGATCAACACCTACACCGGCGAGCCCACCTACGCCGACGAC
TTCACCGGCCCGGTTTGTCTTCTCCTTGGACACCTCTGTCAGCACGGC
ATATCTGCAGATCAGCAGCCTAAAGGCTGAGGACACTGCCACCTATTTY
CTGTGCGAGAAACCCCATCAACTACTACGGCATCAACTACGAGGGCT
ACGTGATGGACTACTCGGGCCAGGGCACACTAGTCACAGTCTCCTCA
(SEC ID No 22).

La secuencia de polinucleétido que codifica la Secuencia de

e
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aminoacido |ID No 16 es:
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGG
CGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGAGCAGCCACAGCGTGCTGTGTA
CAGCAGCAACCAGAAGAACTACCTTIGGCCTGGTACCAGGCAGAAACC
AGGACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTTACTIGGGCATCTACCDCGGGAA
TCCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATT
TCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCAGTTTATT
ACTGTCACCAGACCTGAGCAGCCTGACCTTTGGCCAGGGGACCAAGC
TGGAGATCAAACGTACGGTG (SEC ID No 23).

La secuencia de polinuclebétido que codifica la Secuencia de
aminoacido ID No 17 es:
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGG
CGAGAGGGCCACCATCAATCTGCAAGAGCAGCCACAGCGTGCTGTAC
AGCAGCAACCAGAAGAACTACCTTGGCCTGGCCAAGCAGAAACCAG
GACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTTACIGGGCATCTACCCGGGAATCC
GGGGTCCCTGACCCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCA
CTCTCACCATCATACCACCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCAGTTTATTA
CTGTCACCAGTACCTGAGCAGCCTGACCTTTGGCCAAGGGGACCAAG
CTGGAGATCAAACGTACGGTG (SEC ID No 24)

El polinuclebtido preferido que codifica SEC ID No 18 es:
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGG
CGAGAGGGCCACCATCAACTGAAGAGCAGCCACAGCGTFCTGTACAG
CAGCAACCAGAAGAACTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGAC
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AGCCCTCCTAAGCTGCTCATTTACIGGGCATCTACCCGGGAATCCGG

GGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACTC

TCACCATCAGCAGCCTGCACACCGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTLC
ACCAGTACCTGAGCAGCCTGACCTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAG
ATCAAACGTACGGTG (SEC ID No 25).

El polinucledtido preferido que codifica SEC ID No 19 es:
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGG
CGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGAGCAGCCACAGCGTGCTGTAC
AGCAGCAACCAGAAGAACTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAG
GACAGCCCTCCTAAGCTGCTCATTTACIGGGCATCTACCCGGGAATC
CGGGGBTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCA
CTCTCACCATCATCAACTGCACACCGAAGATGTGGCAGTTTATTACTG
TCACCAGTACCTGAGCAGCCTGACCTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGG
AGATCAAACGTAGGTG (SEC ID No 26).

“Neutralizacidn® se reflere a la inhibicién, ya sea total o
parcial, de la funcién MAG incluyendo su unién a neuronas y la
inhlbicion de! desarrollo de neurita.

"Antilcuerpo alterado” se refiere a una protelna codificada
mediante una regién de codificacion de inmunoglobulina, la cual
puede ser obtenida a través de la expresién en una célula huésped
seleccionada. Dichos anticuerpos alterados incluyen anticuerpos
disefiados (por ejemplo, quimérico, remodelado, humanizado o

anticuerpos vectoreados) o fragmentos de anticuerpo que carecen de
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toda o una parte de la regién constante de inmunoglobulina, por
eJamplo, Fv, Fab, o F(ab); y similares.

‘Regién que codifica la inmunoglobulina alterada” se reflere a
una secuencla de acido nucleico que codifica el anticuerpo alterado.
Cuando el anticuerpo alterado es un anticuerpo injertado o
humanizado CDR, las secuencias que codifican las regiones
determinantes de la complementaridad (CDRs) de una
inmunoglobulina no humana se insertan dentro de un primer patrén
de inmunoglobulina que comprende secuencias de estructura variable
humanas. Opcionalmente, el primer patrén de Inmunoglobulina esta
operativamente enlazado a un segundo patrén de inmunoglobulina.

*Primer patrén de inmunoglobulina® se refiare a una secuencia
de acido nuclelco que codifica una estructura humana o regién
variable de inmunoglobulina humana en la cual las rgglones que
codifican CDR nativo (o de existencia natural) son reemplazadas por
las regiones que codifican CDR de un anticuerpo donador. La regién
variable humana puede ser una cadena pesada de inmunoglobulina,
una cadena ligera (o ambas cadenas), un analogo o fragmentos
funcionales del mismo. Dichas regiones CDR, localizadas dentro de
la regién variable de los anticuerpos (Inmunoglobulinas) pueden ser
determinadas a través de métodos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, Kabat y otros (Secuenclas de Proteinas de Interés
Inmunolégico, 4a. ediciébn. Departamento de Salud y Servicios
Humanos, EUA, Institutos Nacionales de Salud (1987)) describe

reglas para localizar CORs. Ademas, los programas de computadora
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conocidos que son (tiles para identificar regiones/estructuras CDR.
“Segundo patrén de Inmunoglobulina® se refiere a otra
secuencia de nucledtido que codifica una proteina o péptido al cual
el primer patrén de inmunoglobulina se fusiona en marco o a través
de medios de una secuencia enlazadora convenclonal opcional (es
decir, operativamente enlazada). Preferiblemente es un gen de
inmunoglobulina. El segundo patrén de inmunoglobulina puede incluir
una secuencia de &acido nucleico que codifica la regién constante
completa para el mismo (es declir, homélogo — el primero y segundo
anticuerpo alterado se derlvan de la misma fuente) o un anticuerpo
adicional (es decir, heter6logo) de interés. Puede ser una cadena
pesada o cadena ligera de inmunoglobulina (0 ambas cadenas como
parte de un polipéptido Individual). EI segundo patron de
inmunoglobulina no estad limitado a wuna clase o isotipo de
inmunoglobulina particular. Ademas, el segundo patrén de
inmunoglobulina puede comprender parte de una region constante de
inmunoglobulina, tal como |la que se encuentra en Fab, o F(ab). (es
decir, una parte discreta de una regién constante humana aproplada
o regidn de estructura). Dicho segundo patrén de inmunoglobulina
también puede comprender una secuencia que codifica una proteina
de la membrana integral expuesta en su superficle externa a una
célula huésped, por ejemplo, como parte de una coleccién de
exhibiciéon de fago, o una secuencia que codifica una protelna para
deteccién analitica o de dlagnéstico, por ejemplo, peroxidasa de

rabano picante, p-galactosidasa, etc.
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Los términos Fv, Fec, Fd, Fab, o F(ab), se utilizan con sus
significados estandares (ver, por ejemplo, Harlow y otros, Antibodles
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, (1988)).

Como se utiliza aqul, un "anticuerpo disefiado por ingenieria”
describe un tipo de anticuerpo alterado, es decir, un anticuerpo
sintético de longitud completa (por eJemplo, un anticuerpo quimérico,
remodelado o humanizado segin opuesto a un fragmento de!l
anticuerpo) en el cual una porcién de los dominios variables de
cadena ligera y/o pesada de un anticuerpo aceptor seleccionado son
reemplazados por partes anédlogas de uno o mas anticuerpos
donadores que tiene especificidad para el epitopo seleccionado. Por
ejemplo, dichas moléculas pueden incluir anticuerpos caracterizados
por una cadena pesada humanizada asociada con una cadena ligera
no modificada (o0 cadena ligera quimérica), o viceversa. Los
anticuerpos disefilados por ingenierla a través de la alteraclén de las
sacuencias de Acido nucleico que codifican las regiones de
estructura del dominio variable de cadena ligera y/o pesada con el
fin de retener la especificidad de unién del anticuerpo donador.
Estos anticuerpos pueden comprender el reemplazo de una o mas
CDRs (preferiblemente todas) del anticuerpo aceptor con CDRs de un
anticuerpo donador descrito aqul.

Un “"anticuerpo quimérico” se refiere a un tipo de anticuerpo
disefiado por Iingenierila que contiene una regién variable de
existencla natural (cadena ligera y cadenas pesadas) derivadas de

un anticuerpo donador en asoclacién con reglones constantes de
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cadena ligera y cadena pesada derivadas de un anticuerpo aceptor.
Un "anticuerpo humanizado” se refiere a un tipo de anticuerpo
disefiado por ingenierila que tiene sus CDRs derivados de una
inmunoglobulina de donador no humano, las partes derivadas de
inmunoglobulina restantes de la molécuia siendo derivadas de una (o
més) inmunoglobulina(s) humanas. Ademas, los residuos de soporte
de estructura pueden ser alterados para conservar {a afinidad de
unién (ver, por eJemplo, Queen y otros, Proc. Natl Acad Sci EUA, 86:
10029-10032 (1989), Hodgson y otros, Bio/Technology, 9: 421
(1991)). Un anticuerpo aceptor humano adecuado puede ser uno
seleccionado de una base de datos convencilonal, por ejJemplo, la
base de datos KABAT®, la base de datos Los Alamos, y |la base de
datos Swiss Protein, a través de homologia a las secuencias de
nucledtido y de aminoacldo de! anticuerpo donador. Un anticuerpo
humano caracterizado por una homologia a las regiones de

estructura del anticuerpo donador (0 bases de aminoécido) pueden

ud

ser adecuadas para proveer una regién constante de cadena pesada -

y/o regién de estructura variable de cadena pesada para Insercién de
las CDRs del donador. Un anticuerpo aceptor adecuado capaz de
donar regiones de estructura constante de cadena ligera o variable
puede ser seleccionado en una forma similar. Se debeara observar
que las cadenas pesada y ligera del antilcuerpo aceptor no son
requeridas para originarse del mismo anticuerpo aceptor. La técnica
anterior describe varias formas para producir dichos anticuerpos

humanizados, ver, por eJemplo, EP-A-0239400 y EP-A-054951.
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"Anticuerpo humano remodelado” se refiere a un anticuerpo
alterado en el cual en grado minimo en por lo menos una CDR de un
anticuerpo de donador monoclonal humano se subst.ltuye por una
CDR en un segundo anticuerp0o aceptor humano. Preferiblemente las
sels CDRs son reemplazadas. Mas preferiblemente, una regién de
combinacién del antigeno completo (por ejemplo, Fv, Fab, o F(ab),)
de un primer anticuerpo monoclonal de donador humano es
substituido por la regiéon correspondiente en un segundo anticuerpo
monoclonal aceptor humano. Mas preferiblemente, la regién Fab de
un primer donador humano estd operativamente enlazada a las
regiones constantes apropladas de un segundo anticuerpo aceptor
humano para formar un anticuerpo monoclonal de longitud completa.

Un "anticuerpo vectoreado” se reflere a un anticuerpo al cual
se ha unido un agente para mejorar el transporte a través de la
barrera del cerebro sanguinea (BBB). (Revisar Pardridge; Advanced
Drug Delivery Review 36, 2988-321, 1999). El anexo puede ser
quimica o alternativamente una porcién que puede ser disefiada por
ingenierla dentro del anticuerpo. Un ejemplo es hacer una quimera
con un anticuerpo dirigido hacia un receptor eg, un anticuerpo del
receptor de anti-insulina o un anticuerpo del receptor anti-transferina
de célula endotelial capilar del cerebro (Saito y otros, (1995) Proc.
Natl. Acad Sci. EUS 92 10227-31; Pardridge y otros {(1995) Pharm,
Res 12 807-816; Broadwell y otros (1996) Exp. Neurol, 142 47-65;
Bickel y otros (1993) Proc Natl. Acad Scl EUA 90, 2618-2622; Friden
y otros (1996) J. Pharm, Exp. Cher. 278 14981-1498, US5182107,
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US5154924, US5833988, US5527527). Una vez unido al receptor,
ambos componentes del anticuerpo biespecifico pasan a través del
BBB mediante el proceso de transcitosis. Alternativamente el agente
puede ser un ligando el cual une dichos receptores de superficie de
célula de eg insulina, transferina o lipoproteina de baja densidad
(Descamps y otros (1998) Am. J, Physiol. 270 H1149-H1158 ; Duffy y
otros (1987) Brain Res. 420 32-38; Dehouck y otros {(1887) J. Cell
Blol 1997 877-889). Los péptidos de existencia natural tales como
penetratina y SynB1 y Syn B3 los cuales se sabe que mejoran el
transporte a través de BBB tamblén pueden ser utilizados (Rouselle y
otros (2000) Mol. Pharrr. 57,679-686 y Rouselle y otros (2001)
Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 296, 124-
131).

El término “anticuerpo donador® se refiere a un anticuerpo
(monoclonal, o recombinante) que contribuyan con las secuencias de
aminoédcido de sus reglones variables, CDRs, u otros fragmentos
funcionales o anélogos de las mismas a su primer patrén de
inmunoglobulina, para asi proveer la region de codificacién de
inmunoglobulina alterada y den como resultado un anticuerpo
alterado expresado con su caracteristicas de especificidad
antigénica y actividad neutralizante de! anticuerpo donador.

El término “"anticuerpo aceptor®” se refiere a un anticuerpo
(monoclonal, o recombinante) heterbélogo al anticuerpo donador, que
contribuye con toda la porcidbn (o cualquler porcidén, pero

preferiblemente toda) de las secuencias de aminoacido que codifican
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sus reglones de estructura de cadena pesada y/o ligera o sus
regiones constantes de cadena pesada y/o ligera con el primer
patrén de Inmunoglobullna. Preferiblemente un anticuerpo humano es
el anticuerpo aceptor.

"CDRs" se define como las secuenclas de aminoécido de la
regibn que determina la complementaridad de un anticuerpo que es
la regién hipervariable de cadenas pesada y ligera de
inmunoglobulina. Ver, por ejemplo, Kabat y otros, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 4a. Ed., U. S. Department of
Health and Human Services, National Institutes of Health (1987).
Existen tres CDRs de cadena pesada y tres de cadena ligera (o
regiones CDR) en la porcién variable de una inmunoglobulina. De
esta forma, las "CDRs"” como se utilizan aqul se refieren a las tres
CDRs de cadena pesada, o a las tres CDRs de cadena ligera (o
ambas, todas las CDRs de cadena pesada y todas las CDRs de
cadena ligera, si es apropiado). La estructura y el doblamlento de las
proteinas del anticuerpo pueden significar que otros residuos son
considerados parte de la region de unién del antigeno y se
entenderia esto a través de una persona con experiencia. Ver por
ejemplo Chothla y otros, (1989) Conformations of immunoglobulin
hypervariable regions; Nature 342, p877-883. Por conveniencia las
CDRs segun definidos por Kabat en SEC ID Nos 13-26 se subrayan.

Las CDRs proveen la mayoria de los residuos de contacto para
la union del anticuerpo al antigeno o eplitopo. Las CDRs de interés

en esta Invencldn se derivan de las secuencias de cadena ligera o
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cadena pesada variables del anticuerpo donador, e incluyen analogos
de las CDRs de existencia natural, cuyos analogos también
comparten o retienen la misma especificidad de unién a antigeno y/o
habilidad neutrallzante como el anticuerpo donador a partir del cual
se derivan. .

Un “fragmento funcional®” es una secuencia variable de cadena
pesada o cadena ligera (por ejemplo, eliminaciones menores en el
término amino o carboxi de la regién varlable de inmunoglobulina)
que retienen la misma especificidad de unién a antigeno y/o
habilidad neutralizante como el anticuerpo a partir del cual se deriva
el fragmento.

Un "analogo” es una secuencia de aminoacido modificada a
través de por lo menos un aminoacldo, en donde dicha modificacion
pueden ser quimica o una substitucién o una reconfiguracién de unos
cuantos aminoacidos (es decir, no mas de 10), cuya modificaclon
permite a la secuencia de aminoadcido retener las caracteristicas
biolégicas, por ejemplo, especificidad de antigeno y alta afinidad, de
la secuencla no modificada. Por ejemplo, se pueden construir
mutaciones (silenciosas), a través de substituciones, cuando clertos
sitios de restriccion de endonucieasa se crean dentro o alrededor de
las regiones que codifican CDR. La presente invenclén contempla el
uso de analogos del anticuerpo de la invencién. Se sabe bien que los
cambios menores en las secuencias de aminoacido o de acido
nuclelco pueden dirigir eg a una forma alélica de la proteina original

que retiene substancialmente propiedades similares. De esta forma
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los anilogos del anticuerpo de la invencién Incluyen aquellos en
donde las CDRs en la reglén hipervariable de cadenas pesada y
ligera son por lo menos 80% homoélogas, preferiblemente por lo
menos 90% homélogas, y mas preferiblemente por lo menos 95%
homdlogas a las CDRs segin definido anteriormente como CDRH1,
CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2, y CDRL3 y retienen la actividad
neutralizante MAG. Las secuencias de aminoacido son por lo menos
80% hombélogas si tienen 80% de residuos de aminoacido idénticos
en una posicién similar cuando las secuencias estan alineadas
6ptimamente, los huecos o inserciones siendo contados como
residuos no idénticos. La invencién también contempla analogos de
los anticuerpos de la invencién en donde |las regiones de estructura
son por lo menos 80%, preferiblemente por lo menos 90%, y mas
preferiblemente por lo menos 90% y de preferencia por 10 menos 95%
homélogas a las regiones de estructura establecidas en Sec |D 1-5.
Las secuencias de aminoéacido son por lo menos 80% homélogas si
tienen 80% de residuos de aminoacido idénticos en una posicién
similar cuando las secuencias estdn alineadas éOptimamente, y los
huecos o inserciones son contados como residuos no idénticos.

Los anélogos también pueden surgir como variaciones alélicas.
Una “variacién o modificacién alélica® es una alteracion en la
secuencia de acldo nucleico. Dichas variaciones o modificaciones
pueden ser debido a |la degeneracién en el cédigo genético o pueden
ser deliberadamente disefiadas por ingenierila para proveer

caracteristicas deseadas. Estas variaciones o modificaciones
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pueden o no pueden dar como resultado alteraciones en cualquier
secuencia de aminoécido codificada.

El término "agentes ejecutores”™ se refiere a moiéculas
portadoras no de protelna a la cuales los anticuerpos alterados, y/o
cadenas ligeras o pesadas naturales o sintéticas del anticuerpo
donador u otros fragmentos del anticuerpo donador pueden estar
asociadas a través de medios convencionales. Dichos portadores de
no proteina pueden incluir portadores convencionales utilizados en el
campo de diagnéstico, por ejemplo, poliestireno y otras perlas
plasticas, polisacaridos, por ejemplo, como se utillzan en el sistema
BlAcore [Pharmacia], u otras substancias no de proteina itiles en el
campo médico y seguras en la administraciéon a seres humanos y
animales. Otros agentes ejecutores pueden incluir macrociclo, para
la quelatacién de un 4tomo de metal pesado, o radioisétopos. Dichos
agentes eJecutores también pueden ser (tiles para incrementar la
vida media de los anticuerpos alterados, por ejemplo, glicol
polietilénico.

Un anticuerpo neutralizante especifico para MAG ha sido
descrito (Poltorak y otros (1987) Journal of Cell Biology 10S, 1893-
1899, DeBellard y otros (1998) Mol. Cell Neurosci 7, 89-101; Tang y
otros (1997) Mol, Cell, Neuroscl. 8, 333-346; Torigoe Ky Lundborg G
(1997) Exp.Neurology 150, 254-262) y esta comerciaimente
disponible (MAB1567 (Chemicon)).

Alternativamente, se pueden construir anticuerpos y fragmento

inmunizando especies no humanas (por ejemplo, bovino, ovino,
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mono, pollo, roedores (por ejemplo, murino y rata, etc.) para generar
una inmunoglobulina deseable dependiendo de la presentacién con
MAG nativo de cualesquiera especies contra cuyos anticuerpos
interaccionan con MAG humano pueden ser generados, eg humano o
de polio. Las técnicas de hibridoma convencionales se emplean para
proveer una linea de células de hibridoma que secretan un mAB no
humano para MAG. Dichos hibridomas después son clasificados para
la unién utllizando MAG recubriendo placas de 384 y 96 cavidades,
con MAG biotefido unido un placa recublerta con estreptavidina, o
en un Inmunoensayo enlazada a APC de europio homogéneo
utllizando MAG blotefiido.

Un anticuerpo humano nativo puede ser producido en un ratén
de anticuerpo humano tal como el “Xenoratén” (Abgenix) en donde
los genes de inmunoglobulina del ratén han sldo removidos y los
genes que codifican la inmunoglobulina humana han sido insertados
en el cromosoma del ratén. Los ratones se inmunizaron como
normales y desarrollaron una respuesta a anticuerpo que se deriva
de genes humanos. De esta forma el ratén produce anticuerpos
humanos eliminando la necesidad de humanizarlos después de la
seleccién de hibridomas positivos. (Ver Green L.L.,J
Immuno/Methods Dic 10 de 1889, 231 (1-2): 11-23).

La presente Invenciéon también incluye el uso de fragmentos
Fab o fragmentos F(ab); derivados de mAbs dirigidos contra MAG.
Estos fragmentos son (tiles como agentes protectores in vivo. Un

fragmento Fab contiene la cadena ligera completa y una porcion

55
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terminal amino de la cadena pesada; y un fragmento F(ab), es el
fragmento formado a través de do fragmentos Fab unidos a enlaces
de disulfuro. Los fragmentos Fab y los fragmentos F{ab), pueden ser
obtenidos a través de medios convencionales, por ejemplo, la
divisibn de mAb con las enzimas proteoliticas, papaina y/o pepsina
apropiadas, o a través de métodos recombinantes. Los fragmentos
Fab y F(ab), son dtiles por ellos mismos como terapéuticos o
profilacticos, vy como donadores de secuencias que Iincluyen las
regiones variables y secuencias CDR en la formaciéon de anticuerpos
recombinantes o humanizados como se describe aqul.

Los fragmentos Fab y F(ab), también pueden ser construidos
a través de una coleccién de fago combinatoria (ver, por ejemplo,
Winter y otros Ann. Rev. Immunol., 12:433-455 (1994)) o mezclando
la cadena de inmunoglobulina (ver, por ejemplo, Marks y otros,
Bio/Technology, 10: 779-783 (1992), las cuales ambas se incorporan
aquf por referencia en su totalidad.

De esta forma los fragmentos de anticuerpo humanos {(Fv, scFv,
Fab) especificos para MAG pueden ser aislados utilizando
colecciones de exhibiciéon de fago de fragmentos de anticuerpo
humanos. Una coleccién de particulas de bacteriéfago, la cuales
exhiben las protelnas del fragmento de anticuerpo humano, se
mueven contra la proteina MAG. Esos fragmentos de anticuerpo que
exhiben fago que unen MAG se retienen de la colecclén vy
clonalmente se amplifican. Los genes del anticuerpo humano

después se extraen del bacteridfago aproplado y se insertan en las
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construcciones de expresién de 1gG contenlendo las regiones
constantes de IgG para formar la molécula IgG humana Intacta con
las regiones variables a partir del bacteri6fago aislado especlifico
para MAG.

Los anticuerpos de donador pueden aportar secuencias, tales
como las secuencias de péptido de cadena pesada y/o cadena ligera,
secuencias de estructura, secuencias CDR, fragmentos funcionales,
y anéalogos de los mismos, y las secuencias de aclido nucleico que
las codifican, dtiles en el disefioc y obtenciéon de varios anticuerpos
alterados los cuales se caracterizan a través de ia especificidad del
antigeno del anticuerpo donador.

Tomando en cuenta la degeneracién del cédigo genético, varias
secuencias de codificaciobn pueden ser construidas, las cuales
codiflcan las secuencias de aminoacido de cadena pesada y cadena
ligera variables, y las secuencias CDR as! como fragmentos
funclonales y anélogos de Ilos mismos, que comparten I-a
especificidad de antigeno del anticuerpo donador. Las secuencias de
acldo nucleico, o fragmentos de las mismas, codiflcan las secuencias
de péptido de cadena variable o las CDRs se pueden utllizar para
producir anticuerpos alterados, por ejemplo, anticuerpos quiméricos
o humanizados, u otros anticuerpos diseflados por ingenieria, cuando
se combinan de manera operativa con un segundo patréon de
inmunoglobulina.

Las moléculas de inmunoglobulina alteradas pueden codlificar

anticuerpos alterados que incluyen antlcuerpos disefiados por
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ingenieria tales como los anticuerpos quiméricos y humanizados. Una
region de inmunoglobulina alterada deseada contiene regliones de
codificaciébn CDR que codifican péptidos que tienen especificldad de
antigeno de un anticuerpo anti-MAG, preferiblemente un anticuerpo
de alta afinidad, insertado de un primer patrén de inmunoglobulina
(una estructura humana o una regién varlable de inmunoglobulina
humana).

Preferlblemente, el primer patréon de Inmunoglob-ulina humano
estad operativamente enlazado a un segundo patron de
Inmunoglobulina. El segundo patrén de inmunoglobulina se define
anteriormente, y puede incluir una secuencia que codifica una
segunda reglién de anticuerpo de Interés, por ejemplo una regién Fc.
Los segundos patrones de inmunoglo_bulina también pueden Incluir
secuencias que codifican otra inmunoglobulina, a la cual otra reglén
constante de cadena ligera o pesada esta fusionada o a través de
medios de una secuencia enlazadora. Los anticuerpos disefiados por
ingenierla dirigidos contra fragmentos funcionales o analogos de
MAG pueden ser disefilados para obtener una unién mejorada.

El segundo patrén de Inmunoglobulina también puede estar
asoclado con los agentes ejecutores como se definlé anteriormente,
incluyendo moléculas portadoras no de proteina, a las cuales el
segundo patrén de Inmunogliobulina puede estar operativamente
enlazado a través de medios convencionales.

La fusibn o el enlace entre los segundos patrones de

inmunoglobulina, por ejemplo, secuencias de anticuerpo, y el agente
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ejecutor puede ser a través de cualesquiera medios adecuados, por
ejemplo, a través de enlaces covalentes o idnicos, fusiones de
protelnas, o enlazadores cruzados hetero-bifuncionales, por ejemplo,
carbodiimida, glutaraldehido y similares. Dichas técnicas son
conocidas en la técnica y facilmente descritas en quimica
convencional y textos de bloquimica.

Adicionalmente, las secuencias enlazadoras convencionales
que simplemente proveen una cantidad deseada de espacio entre sl
segundo patrén de inmunoglobulina y el agente ejecutor también
pueden ser construldas en wuna reglén de codificacidn de
Inmunoglobulina alterada. E| disefio de dichos enlazadores es bien
conocido por aquellos con experiencia en la técnica. En aspectos
adicionales de la invencién, se proporcionan especles de protelna
scFV de dos grupos (bivalentes o biespecificas), de tres grupos, de
cuatro grupos y otras multivalentes que tienen una o mas CDRs como
se describe supra que se unen a o neutralizan la funcién MAG.

En aln otra modalidad, el anticuerpo de la invencién puede
tener unido un agente adicional. Por ejemplo, el procedimiento de
tecnologia de ADN recombinante puede ser utilizado para producir un
anticuerpo disefiado por ingenierla de la invencién en el cual ;I
fragmento Fc o el dominio CH2-CH3 de una molécula del anticuerpo
completa ha sido reemplazada por una enzima u o!ra molécula
detectable (es decir, un ejecutor de polipéptido o©o molécula
reportera).

El segundo patrén de inmunoglobulina también puede estar
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operativamente enlazado a un péptido no de Inmunoglobulina,
protefina o fragmento de la misma heterdlogo a la secuencia que
contiene la CDR que tiene especificidad de antigeno de un
anticuerpo anti-MAG. La proteina resultante puede exhibir tanto
especificidad de antigeno anti-MAG como caracteristicas de no
inmunoglobulina dependiendo de la expresiéon. Las caracteristicas
del patrén de fusién pueden ser, por ejemplo, una caracteristica
funcional tal como otra unién o dominlo del receptor, o una
caracteristica terapéutica si el patrén de fusién es por si mismo una
protelna terapéutica, o caracteristicas antigénicas adicionales.

Otra protelna deseable de esta invencién puede comprender
una molécula de anticuerpo completa, que tiene cadenas pesada y
ligera de longitud completa, o cualquier fragmento discreto del
mismo, tales como los fragmentos Fab o F(ab')z, un dimero de
cadena pesada o cualesquiera fragmentos recombinantes minimos
del mismo tal como un anticuerpo F, o0 anticuerpo de cadena
individual (SCA) o cualquier otra molécula con la misma
especificidad que mAb de donador seleccionado. Dicha protelna
puede ser utilizada en la forma de un anticuerpo alterado, o puede
ser utilizada en su forma no fusionada.

Siempre que el segundo patrén de inmunoglobullna se derive
de un anticuerpo diferente del anticuerpo donador, por eJemplo,
cualquier is6topo o clase de estructura de inmunoglobulina o
regiones constantes, resulta un anticuerpo disefiado por ingenierl-a.

Los anticuerpos diseflados por ingenieria pueden comprender
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regiones constantes de Inmunoglobulina {lg) y regiones de estructura
variable de una fuente, por ejemplo, el anticuerpo aceptor, y una o
méas CDRs (preferiblemente todas) de! antlcuerpo donador. Ademés,
las alteraciones, por ejemplo, eliminaciones, substituciones, o
adiciones, de la regién de estructura del dominio ligero y/o variable
mAb en el nivel de éacido nucleico y aminoécido o de las regiones
CDR del donador pueden ser hechas con el fin de retener la
especificidad de unién de antigeno del anticuerpo donador.

Dichos anticuerpos disefiados por ingenierfa se dilsefian para
emplear una (o ambas) cadenas pesada y/o ligera variables de mAb
anti-MAG o una o mas CDRs de cadena llgera o pesada. Los
anticuerpos disefiados por Ingenieria pueden ser neutralizantes,
como se definié anteriormente.

Dichos anticuerpos disefiados por ingenieria pueden incluir una
anticuerpo humanizado que contiene las regiones de estructura de
una inmunoglobulina o subtipo humano seleccionado, o un anticuerpo
quimérico que contiene las regiones constantes de cadena pesada y
ligera fusionadas con los fragmentos funcionales del anticuerpo anti-
MAG. Un antlcuerpo aceptor humano (u otro animal) adecuado puede
ser uno seleccionado de una base de datos convencional, por
ejemplo, la base de datos KABAT®, las base de datos Los Alamos, y
la base de datos Swiss Protein, a través de homologla con las
secuencias de nucleétido y aminoacido del anticuerpo donador. Un
anticuerpo humano caracteristicas por una homologia a la regiones

de estructura del anticuerpo donador (sobre bases de aminoacido)

6|
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puede ser adecuado para proveer una regidn constante de cadena p
pesada y/o region de estructura variable de cadena pesada para la
Insercién de las CDRs del donador. Un anticuerpo aceptor adecuado
capaz de donar regiones constantes o de estructura variable de
cadena ligera pueden seleccionarse en una forma similar. Se debera
observar que las cadenas pesada y ligera del anticuerpo aceptor no
son requeridas para originarse del mismo anticuerpo aceptor.

Deseablemente las reglones de westructura heterbloga vy
constantes se seleccionan de clases e lsotipos de inmunoglobullna
humana, tales como IgG (subtipos 1 a 4), IgM IgA, e IgE. Sin
embargo, el anticuerpo aceptor necesita no comprender solamente
secuencias de protefna de inmunoglobulina humana. Por ejemplo, un
gen puede ser construido, en el cual una secuencia de ADN que
codifica parte de una cadena de inmunoglobulina humana se fusiona
con una secuencla de ADN que codifica una secuencia de aminoécido
no de Iinmunoglobulina tal como un ejecutor de polipéptido o
molécula reportera.

Preferiblemente, en un anticuerpo humanizado, los dominios
variables tanto en la cadena ligera como en |la pesada han sido
disefiados por ingenieria a través de un o mas reemplazos de CDR.
Es posible utilizar las seis CDRs, o varias combinaciones de menos
de seis CDRs. Preferiblemente se reemplazan las seis CDRs. Es
posible reemplazar las CDRs solamente en la cadena pesada
humana, utllizando como |a cadena ligera la cadena ligera no

modificada del anticuerpo aceptor humano. Alternativamente, una



10

15

20

25

4]

cadena ligera compatible puede ser selaeccionada de otro anticuerpo
humano a través de un recurso de |a base de datos de anticuerpos
convencional. El restante de Ilos anticuerpos disefiados por
ingenieria puede ser derivado de cualquier inmunoglobulina humana
derivada aceptora adecuada.

E! anticuerpo humanizado disefiado por ingenieria de esta
forma, preferiblemente tlene la estructura de un anticuerpo humano
natural o un fragmento del mismo, y posee la combinacién de las
propiedades requeridas para un uso terapéutico efectivo.

Se entendera por aquellos con experiencia en la técnica que un
anticuerpo diseflado por ingenieria ademas puede ser modificado
mediante camblos en los aminoacidos del dominio variable sin
necesarlamente afectar la especificidad y la alta afinidad del
anticuerpo donador (es decir, anéaloge). Se anticipa que los
aminoacidos de cadena pesada y ligera pueden ser substituldos por
otros aminoacidos ya sea en las estructuras del dominio variable o
CDRs o ambas.

Ademas, la regidn constante puede ser alterada para meajorar o
disminuir las propiedades selectivas de las moléculas de |la presente
invencién. Por ejemplo, dimerizacién, unién a receptores Fc, o la
habilidad de unir y activar el complemento (Angal y otros, Mol.
Immunol, 30: 105-108 (1993), Xu y otros, J. Biol. Chem, 269: 3469-
3474 (1994), Winter y otros, EP 307,434-B).

Un anticuerpo alterado que es un anticuerpo quimérico diflere

de los anticuerpos humanizados descritos anteriormente al proveer la

6%
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regiones variables de cadena pesada y cadena ligera del anticuerpo
donador no humano completo, Incluyendo la regiones de estructura,
en asoclaclén con regiones constantes de inmunoglobulina de otras
especies, preferiblemente humanas para ambas cadenas.

Preferlblemente, las secuencias de cadena ligera y/o pesada
varlable y las CRs de mAbs donares adecuados, y sus secuencias de
adcldo nucleico de codificaciéon, se utilizan en la construccién de
anticuerpos alterados, preferiblemente anticuerpos humanizados, de
esta Invencién, a través del sigulente procedimiento. Se pueaden
emplear las mismas técnicas o unas similares para generar otras
modalldades de esta invencion.

Un hibridoma que produce un mAb donador seleccionado es
convencionalmente clonado, y el ADN de estas regiones variables de
cadena pesada y ligera obtenidas a través de técnicas conocidas por
aquellos expertos en el arte, por ejemplo, las técnicas dascritas- en
Sambrook y otros, Molecular Clonin A_Laborato
ediciébn, Cold Spring Harbor Laboratory (1989)). Las regiones
varlables pesada y ligera que contienen por lo menos las reglones de
codificaciébn de CDR y aquellas porciones de las regiones de
estructura de dominio variables ligeras y/o pesadas de mAb aceptor
requeridas con el fin de retener el caracter especifico de unién de
mAb donador, asl como las partes derivadas de inmunoglobullna_
restantes de |a cadena de anticuerpo derlvada de wuna
inmunoglobulina humana se obtienen wusando Inicladores de

polinucleétido y transcriptasa inversa. Las regiones de codificaciéon
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de CDR se identifican usando una base de datos conocida y por
comparacidédn con otros anticuerpos.

Un anticuerpo quimérico de ratébn/humano después puede ser
preparado y analizado para habllidad de unién. Dicho anticuerpo
quimérico contlene todas las regiones del anticuerpo donador no
humano V4 y V., en asociacién con las regiones constantes Ig
humanas para ambas cadenas.

Las regiones de estructura homdlogas de una regiébn variable
de cadena pesada de un anticuerpo humano pueden ser identificadas
utilizando las bases de datos computarizadas, por ejemplo, KABAT ,
y un anticuerpo humano que tiene homologla con el anticuerpo
donador se seleccionaran como el anticuerpo aceptor. Una regién de
estructura variable de cadena ligera adecuada puede ser disefiada en
una forma similar. |

Un anticuerpo humanizado puede ser derivado del anticuerpo
quimérico, o preferiblemente, hecho sintétilcamente insertando las
regiones de codificacion CDR de mAb de las cadenas pesada y ligera
apropiadamente dentro de la estructura de cadena pesada y ligera
seleccionada. Alternativamente, un anticuerpo humanizado puede ser
hecho utilizando técnicas de mutagénesis estandares. De esta forma,
el anticuerpo humanizado resultante contiene regiones de
estructuras humanas y regiones de codificacibn CDR de mAb de
donador.

Puede haber una manipulacién subsiguiente de los reslduos de

estructura. El anticuerpo humanizado resultante puede ser expresado
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en células huésped recombinantes, por ejemplo, COS, CHO, y
células de mieloma.

Un vector de expresién convencional o plasmido recombinante
se produce colocando estas secuencias de codlficacion para el
anticuerpo en asociacion operativa con secuencias de control
reguladoras convencionales capaces de controlar la replicacién y
expresiéon en, y/o la secrecion de una célula huésped. Las
secuencias reguladoras inciluyes secuencias promotoras, por
ejemplo, promotora CMV, y secuencias de sefial, las cuales se
pueden derivar de otros anticuerpos conocidos. Similarmente, un
segundo vector .de expresién puede ser producido teniendo una
secuencia de ADN que codifica una cadena ligera o pesada del
anticuerpo complementaria. Preferiblamente este segundo vector de
expresiéon es idéntico al primero excepto al grado en que las
secuencias y marcadores seleccionables se refieren, para asl
asegurar tanto como sea posible que cada cadena de polipéptido sea
funcionalmente expresada. Alternativamente, las cadenas pesada y
ligera que codiflcan secuenclias para el anticuerpo alterado pueden
residir en un vector individual.

Una célula huésped seleccionada es co-transfectada a travé-s
de técnicas convencionales tanto con el primer como con el segundo
vector (o simplemente transfectada a través de un vector individual)
para crear la célula huésped transfectada de la invencién que
comprende tanto las cadenas ligera y pesada recombinantes o

sintéticas. La célula transfectada entonces es cultivada a través de

{0
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técnicas convencionales para producir el anticuerpt:.i diseflado por
ingenieria de la invencién. El anticuerpo humanizado que incluye la
asociacién con ambas, la cadena pesada recombinante y/o la cadena
ligera se clasifican a partir del cultivo a través de un ensayo
apropiado, tal como ELISA o RIA. Se pueden emplear técnicas
convencionales similares para construir otros anticuerpos vy
moléculas alterados.

Los vectores adecuados para los pasos para la codificacién y
subclonacion empleados en los métodos y la construccién de las
composiciones de esta invencidn pueden seleccionarse a través de
alguien con experiencia en la técnica. Por ejemplo, se pueden
utilizar las series pUC convencionales de vectores de clonacién. Un
vector, pUC19, esta comerciaimente disponible de casas de
suministros, tales como Amersham (Buckinghamshire, Reino Unido} o
Pharmacia (Uppsala, Suecia). Adicionalmente, cualquier vector que
o8 capaz de facilmente replicar, tiene una abundancia de sitios de
clonaclén y genes seleccionables (por ejemplo, resistencia a
antibiético), y es facilmente manipulado puede ser utilizado para la
clonacién. De esta forma, la seleccion del vector de clonacién no es
una limitante en esta invencion.

Similarmente, los vectores empleados para la expresion de los
anticuerpos pueden seleccionarse por alguien con experlencia en la
técnica de cualquier vector convencional. Los vectores tamblién
contienen secuencias reguladoras seleccionadas (tales como

promotores CMV) que dirigen la replicacién y la expresion de las
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secuencias de ADN heter6logas en células huésped seleccionadas.
Estos vectores contienen las secuencias de ADN anteriormente
descritas que codiflcan el anticuerpo o region de codificacién de
Inmunogiobulina alterada. Ademés, los vectores pueden incorporar
las secuencias de inmunoglobulina seleccionadas modificadas a
través de la insercién de los sitios de restriccibn para una facil
manipulacién.

Los vectores de expresién tambiédn pueden ser caracterizados a
través de genes adecuados para la expresion de amplificacién de las
secuencias de ADN heterblogas, por ejemplo, el gen de reductasa de
dihidrofolato de mamifero (DHFR). Otras secuencias de vector
preferibles incluyen una secuencia de sefial poli A, tal como de
hormona del crecimiento de bovino (BGH) y la secuencia promotora-
de betaglobina (betaglopro). Los vectores de expresion Otiles aqul
pueden ser sintetizados a través de técnicas bien conocidas por
aquellos con experiencia en la técnica.

Los componentes de dichos vectores, por ejemplo, replicones,
genes de seleccién mejoradores, promotores, secuencias de seflal y
similares, pueden ser obtenidos de fuentes comerciales o naturales o
sintetizados a través de procedimientos para uso en la direccién de
la expresiéon y/o secrecién del producto del ADN recombinante en una
célula huésped. Otros vectores de expresidbn apropiados de los
cuales se conocen muchos tipos en la técnica para las expresidn de
mamliferos, bacterial, de insectos, de levadura y finglcos también se

pueden seleccionar para este propésito.

0
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La presente Invenciéon también abarca una linea de células
transfectada con un plasmido recomblnante que contiene las
secuencias de codificacién de los anticuerpos o moléculas de
inmunoglobulina alteradas de los mismos. Las células huésped ltiles
para la clonacién y otras manipulaciones de estos vectores de
expresiéon también son convencionales. Sin embargo, mas deseable,
son las células de varias cepas de E. col/l que se utilizan para la
replicacién de los vectores de expresidn y otros pasos en la
construccién de anticuerpos aiterados de esta invencion.

Las células huésped o lineas de célula adecuadas para la
expresién del anticuerpo de la invencién son preferiblemente células
de mamifero tales como NSO, Sp2/0, CHO, COS, una célula de
fibroblasto (por ejemplo, 3T3) y células de mieloma, y mas
preferiblemente una célula CHO o de mieloma. Las células de seres
humanos pueden ser utilizadas, de esta forma se habilita la molécula
que va a ser modificada con patrones de glicolizaciobn humanos.
Alternativamente, se pueden emplear otras células eucarléticas. La
selecciéon de células huésped de mamifero y métodos para la
transformacién, cultivo, amplificaclién, clasificacién y produccién y
purificacién del producto son bien conocidas en la técnica. Ver, por
eJemplo, Sambrook y otros, citado anteriormente.

Las células bacterianas pueden probar que son Gtiles como
células huésped adecuadas para la expresién de Fabs recombinantes
de la presente invencidn (ver, por ejemplo, Pluckthun, A., Immunol.

Rev., 130: 151-188 (1992)). Sin embargo, debido a la tendencia de
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las proteinas expresadas en células bacterianas de estar en una
forma no plegada o inapropiadamente plegada, o en una forma no
glicosilada, cualquier Fab recombinante producido en una célula
bacteriana tendrd que ser clasificada para la retencién de la
habilidad de unién a antigeno. Si la molécula expresada a través de
la célula bacteriana fue producida en una forma plegada apropiada,
esa célula bacteriana serla un huésped adecuado. Por ejemplo,
varias cepas de E.coli utlllzadas para la expresion son bien
conocidas como células huésped en el campo de la biotecnologla.
Varlas cepas de B. subtilis, Streptomyces, otros bacilos y simllares
también pueden emplearse en este método.

Cuando las cepas, deseadas de células de levadura conocidas
por aquellos con experiencia en la técnlca también estan disponibles
como células huésped, asl como células de inéecto. por ejemplo,
Drosophila y Leplidoptera y sistemas de expresidn viral. Ver, por
ejemplo, Miller y otros, Genetic Engineering, 8: 277-288, Pler}um
Press (1986) y referencias citadas ahl.

Los métodos generales a través de los cuales los vectores
pueden ser construidos, los métodos de transfeccién requeridos para
producir las células huésped de la invencién, y los métodos de
cultivo necesarlos para producir el anticuerpo alterado de Ila
invencion de dicha <célula huésped son todos técnicas
convencionales. Igualmente, una vez producidos, los anticuerpos de
la Invencién pueden ser purificados a partir del contenido del cultivo

de células de acuerdo con procedimientos estandares de la técnica,
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incluyendo precipitacion de sulfato de amonlo, columnas de afinidad,
cromatografia de columna, electroforesis de gel y similares. Dichas
técnicas estan dentro de la experiencia de la técnica y no limitan
esta invencion. Por ejemplo, la preparacibn'da anticuerpos alterados
se describe en WO 99/58679 y WO 96/16980.

Aldn otro método para la expresiéon de los anticuerpos puede
utilizar la expresién en un animal transgénico, tal como se describe
en la patente de E.U.A. No. 4,873,316. Esta se refiere a un sistema
de expresién utilizando el promotor de caselna del anlmai el cual
cuando transgénicamente se incorpora dentro de un mamifero
permite que la hembra produzca |la protelna recombinante déseqda
en su leche.

Una vez expresado a través del método deseado, el anticuerpo

. entonces es examinado para la actividad in vitro a través del uso de

un ensayo apropiado. Los formatos del ensayo ELISA convencional
actualmente se emplean para evaluar cualitativa y cuantitativamente
la unién del anticuerpo a MAG. Adicionalmente, también se pueden
utllizar otros ensayos in vitro para verificar la eficacia de Ila
neutralizacién antes de que se realicen los estudios clinicos
humanos subsigulentes para evaluar la persistencia del anticuerpo
en el cuerpo a pesar de los mecanismos de eliminacléon usuales.

Los agentes terapéuticos de esta invencién pueden ser
administrados como un profllactico o después del dafio, o por el
contrario segln sea necesario. La dosis y la duracién del tratamiento

se refieren a la duracién relativa de las moléculas de |la presente
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invencién en la circulacién del ser humano, y pueden ser ajustadas
por uno con experiencia en la técnica dependiendo de la condicién
que se esta tratando y la salud general del paciente.

E! modo de administracion del agente terapéutico de la
invencidn puede ser cualquier ruta adecuada que suministra el
agente al huésped. Los antagonistas y anticuerpos, y Ilas
composiciones farmacéuticas de la invencién son particularmente
atiles para administracién parenteral, es decir, subcutaneamente,
intramuscularmente, Intravenosamente, o intranasaimente.

Los agentes terapéuticos de Ia invencién pueden ser
preparados como composiciones farmacéuticas que contienen una
cantidad efectiva del antagonista o anticuerpo de la invencién como
un Ingrediente activo en un portador farmacéuticamente aceptable.
En el agente profilactico de la invencidn, una suspensién o solucion
acuosa que contiene el anticuerpo diseflado por Ingenieria,
preferiblemente simplificado a un pH fisiolégico, an una forma lista
para inyeccién se prefiere. Las composiciones para admlinistracién
parenteral cominmente comprenderan una solucién del antagonista o
anticuerpo de la Invencién o un céctel de! mismo disuelto en un
portador farmacéuticamente aceptable, preferiblemente un portac-lor
acuoso. Se puede emplear una varledad de portadores acuosos, por
ejemplo, 0.9% de salina, 0.3% de glicina, y similares. Estas
soluciones son estériles y generalmente libres de materia de
particulas. Estas soluciones pueden ser esterilizadas a través de

técnicas de westerilizaciébn bien conocldas, convencionales (por
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ejemplo, filtracidon). Las composiciones pueden contener substancias
auxiliares farmacéuticamente aceptables segin requeridas para
aproximarse a las condiciones fisloldglicas tales como ajustando el
pH, y agentes reguladores de pH, etc. La concentracién del
antagonista o anticuerpo de la Invencién en dicha formulacioén
farmacéutica puede variar ampliamente, es decir, de menos de
alrededor del 0.5%, usualmente al o por lo menos alrededor del 0.1%
a cuando mucho el 15 o 20% en peso y se seleccionard
principalmente con base en los volimenes de fluido, viscosidades,
etc., de acuerdo con el modo de administracién particular
seleccionado.

De esta forma, una composicién farmacéutica de la invencién
para inyeccién intramuscular podrla ser preparada para contener 1
ml| de agua regulada en su pH estéril, y de entre aproximadamente 1
ng a aproximadamente 100 mg, por ejemplo alrededor de 50 ng a
aproximadamente 30 mg o mas preferiblemente, de alrededor de 5 g
a aproxlmadamente 25 mg, de un antagonista o anticuerpo de la
Invencién. Similarmente, una composiciébn farmacéutica de Ia
invencién para infusién intravenosa podria estar hecha parla
contener alrededor de 250 ml de solucién Ringer estéril, y alrededor
de 1 a aproximadamente 30 y preferiblemente 5 mg a alrededor de 25
mg de un anticuerpo disefiado por ingenieria de la invencién. Los
métodos actuales para preparar composiciones administrables
parenteralmente son blen conocidas o pueden ser preparadas por

aquellos con experiencia en la técnica y se describen con mas
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detalle en, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Science, 15"'*
ed., Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvania.

Se prefiere que el agente terapéutico de la invencién, cuando
est4 en una preparacién farmacéutica, esté presente en formas de
dosis unitarias. La dosis terapéuticamente efectiva aproplada puede
ser determinada facilmente por aquellos con experiencia en -Ia
tédcnica. Para efectivamente tratar derrame cerebral y enfermedades
neurolégicas en un ser humano, una dosis de hasta 700 mg por 70 k'g
del cuerpo de un antagonista o anticuerpo de esta invenciéon debera
ser administrada parenteralmente, i.v. o i.m (intramuscularmente).
Dicha dosls puede, 8l es necesario, repetirse a intervalos de tiempo
apropliados seleccionados seglin sea apropiado por el médico.

Los anticuerpos descritos aquli pueden ser liofilizados par;
almacenamlento y reconstituidos en un portador adecuado antes de
uso. Esta técnica ha demostrado ser efectiva con inmunoglobulinas
convancionales y las técnicas de liofilizaclbn y reconstitucion
conocidas en la técnica pueden ser empleadas.

En otro aspecto, la invencién proporciona una composicidn
farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-MAG de la presente
invencidbn o un fragmento funcional del mismo y un portador
farmacéuticamente aceptable para el tratamiento o profilaxis de
derrame cerebral y otras enfermedades neurolbgicas.

En aln otro aspecto, la invencién proporciona una composiclén
farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-MAG de la presente;

invenciéon o un fragmento funcional del mismo y un portador
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farmacéuticamente aceptable para inhibir la neurodegeneracidén y/o

promover la recuperacién funcional en un paciente ser humano que

sufre, o estad en riesgo de desarrollar, un derrame cerebral u otra

enfermedad neurolégica.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.

EJEMPLO 1

Antlcuerpo antl-MAG en un modelo de derram rebral

Materlales y Métodos
Anticuerpo monoclonal anti-MAG

El anticuerpo monoclonal anti-MAG fue un MAB de anticuerpo
MAG anti-pollo de ratén 1567 obtenido de Chemicon. El anticuerpo
tiene las siguientes caracteristicas:

Antigeno: glicoprotelna asociada con mielina (humana, de
ratdn, de rata, de bovino, de pollo, de rana).

Isotipo: 1gG1

Habllidad neutralizante: ver DeBellard y otros (1896) Mol. Cell.
Neurosci. 7, 89-101; Tang Yy otros (1897) Mol. Cell Neurogci 9, 333-
346 ; Torigoe K y Lundborg G (1997) Exp, Neurology 150, 254-262.

El mab IgG de control se compré en R+D Systems.

Insercién de cénula intra-cerebral ventricular (solamente para el
estudio 1)

Bajo anestesia de halotén se colocd una canula Intra-caerebral
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ventricular (i.c.v.) en el ventriculo cerebral Ilateral Izquierdo
(coordenadas: 1.6 mm de la lInea media, 0.8 mm del caudal del
vértice, 4.1 mm de la superficie del craneo, barra del diente incisivo
- 3.2 mm por debajo de cero de acuerdo con Paxilnos y Watson,
19868). Todas las ratas fueron alojadas indlviduaimente para evitar el
daflo a la gula o canula sustituta. Siete dlas después de la cirugla,
la colocacién correcta de la canula se veriflcO a través de una
respuesta para beber Intensa a Anglotensina il (100 ng, Simpson y
otros, 1978). Nueve dlas después, los animales experimentaron

isquemia cerebral.

Isquemia Cerebral Focal Temporal

Se indujo isquemia cerebral focal temporal (90 minutos) en
ratas Sprague Dawley macho, cada una pesando entre 300-350 g.
Los animales fueron inicialmente anestesiados con una mezcla de 5%
de halotén, 80% de 6xido nitroso y 30% de oxigeno, colocada en una
mascara faclal y la anestesia subsecuentemente se mantuvo a 1.5‘3-6
de halotén. La oclusiéon de la arteria cerebral media (MCAQO) se Ilevt;a
a cabo utilizando la técnica del hillo iluminado como se describi6
previamente (Zea Longa y otros, 1989). Los animales se mantuvieron
a temperatura normal a lo largo del procedimiento quirdrgico, se les
dejé recuperar durante 1 hora en un incubador, antes de ser alojados
individualmente. Solamente aquellos animales con una puntuacién
neurolégica de 3, 1 hora después de Ia oclusién se incluyeron en el

estudio (seglin evaluado utilizando un sistema de puntuaclén de §
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puntos: 0, no déficit; 1, reflejo contralateral; 2, agarre debilitado; 3,
circulando; 4, inmévil, 5, muerto). Los animales se mantuvieron hasta
1 semana tiempo después del cual se aniqullaron a través de
perfusién transcardiaca de 0.89% de salina seguido por 4% de
paraformaldehido en 100 mM de regulador de pH de fosfato. Los
cerabros se post-fijaron en 4% de paraformaldehido a 4°C momento
en el cual se removieron de los craneos y se cortaron en bloques de
2 mm utillzando un procesador de tejido Shandon Citadle 1000, se
cortaron en secciones de 6 um utilizando un bisturl y se montaron en
portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina. Las secciones después se

procesaron con tincién Cresyl Fast Violet (CFV).

Régimen de dosis

El anticuerpo monoclonal anti-MAG y el anticuerpo de contro!
del isotipo IgG1 se dializaron contra cloruro de sodio al 0.9% estéril
durante la noche, y se concentraron apropiadamente.

Estudio 1: Los animales recibieron 2.5 pg de anti-MAGmab o
2.5 pg de IgG de ratén i.c.v., 1, 24 y 72 horas después de MCAO (5
ul por dosis).

Estudio 2: Los animales recibleron 200 upg de mab anti-MAG o
200 pg de IgG de ratén i.v., 1 y 24 horas después de MCAO.

El investigador fue incapaz de ver l|la Identidad de cada

solucion de dosificacion.
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Andlisis Neurolégico

Antes de la induccidén de isquemia cerebral, las ratas para el
Estudio 1 recibieron entrenamiento en para caminar en la viga y la
prueba de la etiqueta pegajosa. Los animales que no lograron el
criterio en ambas pruebas fueron excluidas del estudio adicional.
Después del entrenamiento, el resto de los animales fueron
estratifilcados de acuerdo con el rendimiento en dos grupos
balanceados. A lo largo del analisls neurolégico, los investigadores

fueron Iincapaces de ver el grupo de tratamiento del animal.

Prueba de la etiqueta Pegajosa Bilateral

La prueba de la etiqueta pegajosa bilateral (Schallert y otros,
Pharmacology Biochemistry and Behaviour 168: 455-462, (1983)) se
utilizé para evaluar negligencia contralateral/tendencia Ipsllateral.
Esto modela la extincién tactil observada en pacientes con derrame
cerebral (Rose y otros, 1894). Esta prueba ha sido descrita en
detalle previamente {(Hunter, y otros, Neuropharmacology 39: 806-
816 (2000); Virley y otros Journal of Cerebral Blood Flow &
Metabolism, 20: 583-582 (2000)). Brevemente, una etiqueta de papel
pegajosa, redonda se colocd firmemente alrededor del area sin p316
de las patas delanteras con una igual presién con el fin de colocarla
aleatoriamente (izquierda, derecha). Las sesiones de entrenamiento
fueron conducidas durante 6 dlas antes de MCAO, los datos del dia 6
se utilizaron como la IInea de base pre-operativa (Dla 0). Se les

dieron a los animales evaluaciones 24 y 7 dlas después de MCAOQO,
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los datos representan una media para las dos evaluaciones. La
latencla para contactar y remover las etiquetas se registré6 y se
analizé utilizando la prueba logrank (Cox, J. Royal Statistical Society

B 34: 187-220 (1972)).

Moverse a lo largo de la viga

Moverse a lo largo de la viga se utiliz6é como una medida de
coordinacién de la pata delantera y la pata trasera a través de
medios de distancia viajada a través de una viga elevada a 100 cm
(2.3 cm de diametro, 48 cm del piso) como se describié previamente
en detalle (Virley y otros, Journal of Cerebral Blood Flow &
Metabolism, 20: 563-582 (2000)). Las ratas se entrenaron para
cruzar la viga desde el inicio hasta el fin. A partir de las pruebas,
cada a cada rata se le hicieron dos evaluaciones a 24 horas y 7 dlas
después de MCAOQO, los datos representan una media de las dos
evaluaciones. El analisis estadistico fue ANOVA seguido por la

prueba t de Student.

La puntuacién neuroldgica de 27 puntos (Estudio-1)

Este estudio consiste de una baterla de pruebas para evaluar
el estado neurolégico Incluyendo, colocacién de la pata, alcanzar la
pata trasera visual, barra horizontal, rotacién contra lateral, plano
inclinado, reflejo corregido, reflejo contra lateral, motilidad y
condiciéon general, como se describlé previamente (Hunter, y otros,

Neuropharmacology 39: 806- 816 (2000)) con |a adicion de
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mediclones de la resistencia al agarre (puntuaciones de 2 para un
agarre de la pata trasera derecha bueno, 1 para el agarra débil).
Puntuacidén total= 27 para un animal normal.

Para el estudio 2 esta prueba se modificé adicionalmente:
Resistencia de agarre — puntuaciones normales 3, bueno — 2, débil —
1, muy débil — 0; Motilidad - puntuaciones normales 4, excelente — 3,
muy bueno - 2, bueno - 1, promedio — 0; Condicién general:
puntuaciones normales 4, excelente - 3, muy buena — 2, buena -1,
promedio — 0; Girando — ninguna puntuacién 5, puntuaciones de un
lado a favor 4, clrculo grande — 3, circulo medio -2, circulo pequefio
-1, girando - 0). Puntuacién total = 32 para un animal normal.

En ambos estudios los animales se probaron 1, 24, 48 horas y
7 dlas después de MCAO, un animal con salud normal tuvo una
puntuacién de 27 o 32 respectivamente. Los datos se presentan
como valores medios, el andlisis estadistico fue Kruskil Wallis

ANOVA.

Evaluacion de lesién

Estudio 1- Para cada animal, las areas de la lesion fueron
evaluadas en secciones de tres niveles predeterminados en el
cerebro (0, -2.0 y -6.0 mm desde el vértice respectivamente). Ei dafo
neuronal se evalué utilizando tincién cresyl fast viclet y el drea del
dafio se midid utilizando e! paquete formador de imagenes Optimas
6.1. Los datos se expresaron como ol drea media (mm?) + sem.

Estudio 2 - Para cada animal, las #éreas de la lesién se
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evaluaron en secclones de siete niveles predeterminados en el
cerebro (+3 mm, a -8 mm w.r.t. vértice). EI dafio neuronal se evalué
utilizando tincién cresyl fast violet y el 4rea del dafio se midid
utilizando el paquete formador de imadgenes Optimas 6.1. Los datos

se expresaron como el area media (mm?) + sem.

Resultados

Estudio 1 — Adminlstraclén ventricular Intra-cerebral (l.c.v.)
de mab anti-MAG
Puntuacién neurolégica

Una hora después de MCAO los animales en ambos grupos del
tratamiento mostraron un deterioro marcado en la puntuacion
neurolégica (puntuacién media 12 en cada grupo). No hubo una
diferente significativa entre los grupos en este momento. Sin
embargo, 24 (p=0.02), 48 (p=0.005) horas y 7 dias (p=0.006)
después de MCAO los animales tratados con mab anti-MAG (2.5 pug,
1, 24 y 72 horas después de MCAO) mostraron una puntuacién
Neurol6gica Total significativamente mejorada comparada con
aquellos tratados con IgG de control. Las puntuaciones neurolbgicas
medias 24, 48 horas y 7 dias después de MCAO en el grupo tratado
con IgG, fueron 15, 14, y 18 respectivamente comparado con 19.5,
21.5y 22 en los animales tratados con mab anti-MAG. En un analisis
adicional de los comportamientos individuales que comprende ila
puntuacion total, este significativo meJoramiento fue principalmente

atribuldo al rendimlento mejorado en las sigulentes pruebas:
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colocacién de la pata (24 horas, p=0.045; 48 horas, p=0.016; 7 dlas,
p=0.008), resistencia del agarre (24 horas, p=0.049; 48 horas,
p=0.0495; 7 dlas, p=0.243), motilidad (24 horas, p=0.199; 48 horas,
p=0.012; 7 dlas, p=0.067), barra horizontal (24 horas, p=0.065; 48
horas, p=0.005; 7 dias, p=0.016), plano Inclinado (24 horas, p=0.006;
48 horas, p=0.008; 7 dias, p=0.169), alcanzar la pata trasera visual
(48 horas, p=0.049; 7 dlas, p=0.008) y el grado de giro (24 horas,

p=0.417; 48 horas, p=0.034; 7 dlas, p=0.183).

Caminar sobre la viga

Antes de la cirugia todos los animales se entrenaron par.a
cruzar la viga (100 cm). Veinticuatro horas después de la cirugla
hubo un significativo deterioro en la distancia viajada en la viga
tanto en los animales tratados con anti-MAG (50+18 cm) como con
IgGy (22114 cm) comparado con los valores pre-operativos. Aunque
no fue importante, los animales tratados con antl-MAG mostraron un
mejoramiento marcado sobre los animales tratados con IgG, en que
éstos viajaron el doble de la distancia de los animales tratados con
IgG, 24 horas después de tMCAOQO. Siete dlas después de la cirugla
sin embargo, mientras ambos grupos mostraron un mejoramiento
marcado durante el tiempo, el rendimiento de los animales tratados
con IgG permanecié significativamente deteriorado comparado con la
Ilnea de base (55115 c¢m; p=0.005). En contraste sin embargo, 7 dlas
después de MCAQO, los animales tratados con mab antl-MAG (25 pg

1. 24 y 72 horas. i.c.v. después de MCAO) el rendimiento no fue
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significativamente diferente de la IInea de base (75+15 cm; p=0.07).
Estos datos muestran que tratamiento mab anti-MAG acelera la
recuperacion de esta tarea de caminar en la viga comparado con

controles tratados con IgG, de raton.

Etiqueta pegajosa

Antes de la cirugia, los animales en cada uno de los grupos de
tratamiento facilmente contactaron y removieron las etiquetas de
cada pata trasera, no hubo una diferencia importante en los grupos
antes del tratamiento (Cuadro 1). Veinticuatro horas y 7 dlas
después de MCAO la latencia para contactar la pata izquierda en
cada uno de los grupos de tratamiento permanecié relativamente sin
alteraciones, mientras que aquel de |la derecha fue marcadamente
incrementado. Sin embargo no hubo diferenclas importantes entre los
tiempos de remocidén en los animales tratados con anti-MAG e 19G,.
Ademas, 24 horas después de MCAO, la latenclia para la remocion de
tanto la pata trasera izquierda como de la derecha se incremento
significativamente en ambos grupos del tratamiento comparado con
la Ilnea de base, sin embargo en los animales tratados con anti-MAG
la latencia para |la remocién de |la pata trasera fue significativamentg
méas corta que aquella de los animales tratados con IgG, (p=0.03).
Tamblién hubo una tendencia hacia la latencia reduclda para la
remocién de la pata trasera en animales tratados con antl-MAG
comparado con aquellos tratados con IgG, (p=0.08 (Cuadro 1). A" 7

dilas hubo algin grado de recuperacidén en los animales tratados con

X
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IlgG4 en que la latencia a los tiempos de la remocidn para cada pata
trasera fue reducida comparada con aquellos a las 24 horas (Cuadro
1). Estos datos sugieren que el tratamiento de ratas con mab anti-
MAG acelera la recuperacién en esta prueba de la etiqueta pegajosa

después de tMCAO.

CUADRO 1
Datos de la etiqueta pegajosa

Dia | Tratamiento Tiempo{(s) de contacto Tiempo(s) de la remocién
(Mediatsem) (Mediatsem)
Pata trasera | Pata trasera | Pata trasera | Pata trasera
izquierda derecha izquierda derecha
0 Anti-MAG 24+0.2 36105 12+2 1212
0 IgG, 36106 42107 10+1 9+1
1 Ant-MAG 59+37 1096+ 27.5 *61+ 26 96 + 26
1 IgG; 3.6+ 0.5 71.8+31.7 130 + 21 156 + 19
7 Ant-MAG 381 36.4£10.2 54 +23 80 + 30
7 IgG, 28102 64 £ 28 23:8 87 +20

(*P=0.03 anti-MAG vs 1gG, utilizando la prueba de logrank)

Medicilones del drea del daflo
La administracion de mab anti-MAG i.v.x. significativamente
reduce el area de la lesién en dos de los tres niveles del cerebro

examinados comparados con aquellos animales tratados con

cantidades iguales de IgG, de ratén, cuando se examinaron 7 dias

después de tMCAO (Cuadro 2).
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CUADR 2

Area de la lesién medla + sem (mm") 7 dlas después de tMCAO
Tratamiento Vértice 0 mm wrt Vértice -2 mmwrt | Vértice -6 mm wrt
mab Anti-MAG "9+2 %4+3 31
(n=8)
IgG, de ratdn 141 1211 5+1
(n=8)

(*p=0.02, *p=0.03, "p=0.06, anti-MAG contra IgG;, Una direccién,

Prueba t de Students no deteriorada.

Estudlo 2. Administraclén Intravenosa (l.v.)
Puntuacién neurolbgica

Una y 24 hora después de MCAO los animales en ambos grupos
mostraron un deterioro marcado en la puntuacién neurolégica. No
hubo una diferencia significativa entre los grupos en este momento,
las puntuaciones medias 24 horas después del tratamiento mab anti-
MAG e I1gG, fueron de 20 y 18 respectivamente (p=0.5). Cuarenta y
ocho horas después de MCAO, los animales se trataron con mab
anti-MAG (200 ug, i.v., 1 y 24 horas después de MCAQ) mostraron un
mejoramiento significativo en la colocaciéon de la pata (p=0.048) y la
resistencia del agarre (p=0.033). Siete dias después del comienzo de
la isquemia cerebral los animales tratados con mab anti-MAG
continuaron mejorando (colocacién de pata p=0.041; resistencia de
agarre, p=0.048; motilldad., p=0.05) y mostraron un mejoramiento

significativo en la puntuacién neuroldgica total (puntuacion media
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25) comparada con aquellos tratados con IgG, de ratén (puntuacidn

media 23, p=0.047).

Mediciones del Area de la lesién

El anticuerpo anti-MAG cuando se administr6 MCAOQO

l.v.

significativamente redujo el 4rea de la lesién en 5 de 7 niveles de

cerebro predeterminados (+3 a -8 mm w.r.t. Vértice) comparado con

los controles de isotipo, cuando se examinaron 7 dias después de

MCAO.
Vértice wrt del Area de la lesion media + | Area de la lesibn media +
nivel del carebro SEM (mm?)- SEM (mm?)-
tratada con Anti-MAG tratada con IgG; de ratén
3mm *0.38 + 0.271 1.77 £ 0.45
1 mm *5.82+ 1.65 9.627 + 1.14
-1 mm 8.98+258 12.07 + 1.57
-2 mm 7.26+1.92 10.04 + 1.39
-4 mm *5.57 + 1.06 10.38 + 1.39
-6 mm *1.36 £ 0.27 443+ 195
-8 mm *0.27 £ 0.27 1.931+0.56

*p<0.05 — Prueba t de Students una direccién, no deteriorada.

Conclusiones

Un anticuerpo monocional

directamente dentro de CSF o

intravenosamente después de

anti-MAG administrado ya sea

oclusion de la arterila cerebral media temporal en |la rata, ambas
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reducen ei drea de la muerte de céiula y mejoran la racuperacioén
funcional comparado con animales de control tratados. El grado de
neuroproteccién visto en estos estudios sugiere que este efecto no
puede ser atribuido al desarrollo de axones ya que esto no daria
resultado en el ahorro de neuronas. El mejoramiento en la
recuperacion funcional visto 24 y 48 horas después de MCAO
probablemente refleja el grado de neuroproteccién ofrecido por este
anticuerpo comparado con los animales de control tratados. Sin
embargo, a través de! tiempo los animales parecen mejorar ademas,
sugiriendo que el bloqueo de la actividad MAG también puede
mejorar la racuperacion funcional a través del tiempo.

Los estudios presentados aqul proporcionan evidencia de que
al bloquear las acciones de MAG se provee tanto neuroproteccién
como recuperacién funcional mejorada en un modelo de rata de
derrame cerebral, y por consigulente los anticuerpos antl-MAG
proveen agentes terapéuticos potenciales para neutroprotecciéon
aguda y/o la promocién de recuperacién funcional después del
derrame cerebral. Las cantidades bajas de anticuerpo administradas
través de la ruta i.v. y los niveles de suero bajos resultantes del
anticuerpo sugerirfan concentraciones de anticuerpo extremadamente
bajas en el cerebro debido a las limitantes de la barrera del cerebro
sanguinea para la penetracién del anticuerpo. Sorprendentemente,
sin embargo, esto aln resulta en ambos, la neuroproteccion y la
recuperacién funcional mejorada que se observan. Los anticuerpos

anti-MAG también tienen un uso potencial en el tratamlenio de otros
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trastornos neurolégicos en dt.mde la degeneracién de las células y/o
fibras de nervio es aparente, tales como dafio en la espina dorsal,
dafio en el cerebro traumatico, neuropatia periférica, enfermedad de
Alzheimer, demencias fronto-temporales (tauopatias), enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Huntington, y Esclerosis Muaitiple. En los
elemplos que siguen l|as CDRs de anticuerpos quiméricos vy
humanizados descritos aqul son las CDRs del anticuerpo del ejempio

1.

EJEMPLO 2

Anticuerpo guimérico

Los anticuerpos alterados Incluyen anticuerpos quiméricos que
comprenden regiones variables que se derivan de una espe;:Ie
enlazada a regiones constantes de otras especles. Ejemplos de
cadenas de Inmunoglobulina anti-MAG quiméricas de raton-ser
humano de la invencién se proveen en las Figuras 1, 2 y 3. Las
quimeras de ratén-ser humano que utilizan regiones constantes I1gG1,
IigG2, 1gG3, I1gG4, IgA, IgE, IgM, igD humanas pueden ser
producidas, seglin las quimeras pueden asociar las regiones
variables de ratdén con regiones constantes de cadena pesada y
ligera de especies no humanas. -

La Figura 1 (Sec ID No. 27) provee la secuencia de aminoécidi-:n
de una cadena pesada de inmunoglobulina quimérica en la cual la

region variable de cadena pesada anti-MAG de murino esta asoclada

—Q
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con un secuencia de seflal de secrecién de inmunoglobullna funcional
y con una forma alterada de la regién constate IgG1 humana, en la
cual los residuos Kabat 248 y 250 han sido mutados a alanina con el
fin de deshabilitar las funclones ejecutoras de unién a FcyRl y la
protelna de complemento C1q (Duncan, A. R. y Winter, G.
Localization of the Clq binding site on antibodies by surface
scanning, Nature 332, 738-740, 1988. Duncan, A. R., Woolf, J. M. ,
Partridge, L. J., Burton, D. R. y Winter, G. Localization of the binding
site for human FcRt on I1gG. Nature 332, 563-564, 1988). Dichas
mutaciones se hacen opcionalmente con el fin de adaptar las
propiledades de un anticuerpo alterado para lograr un efecto
terapéutico particular, por ejemplo, la unién a y bloqueo de la
funcién de un antigeno sin activar los mecanismos ejecutores Iiticos.

La Figura 2 (Sec ID No. 28) provee la secuencia de aminoécido
de una cadena ligera de inmunoglobulina quimérica en la cual la
regién variable de cadena ligera anti-MAG de murino esta asociada
con una secuencia de sefial de secrecion de Iinmunoglobulina
funcional y con la regién constante kappa humana.

Similarmente, las regiones varlables anti-MAG pueden estar
asociadas con las regiones constantes de inmunoglobulina que
carecen de mutaciones que deshabllitan las funciones ejecutoras. La
Figura 3 (Sec ID No. 29) provee la secuencia de aminoacido de una
cadena pesada de inmunoglobulina quimérica en la cual la regién
variable de cadena pesada anti-MAG de murino estd asoclada con

una secuencia de sefial de secrecién de inmunoglobulina funcional, y
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con un forma de tipo silvestre de la regién constante IgG humana.

A partir de la informacién provista en las Figuras 1 a 3, los
insertos de ADNc que codifican estas cadenas quiméricas pueden ser
preparados a través de técnicas de biologia molecular estandares
bien conocidas por aquellos con experiencia en la técnica.
Brevemente, el cédigo genético se utiliza para identificar codones de
nucledtido que codifican los aminoacidos deseados, creando una
secuencia de ADNc virtual que codifica la protelna quimérica. Si el
inserto de ADNc se desea que sea expresado en un organismo
particular, entonces los codones particularmente preferidos pueden
ser seleccionados de acuerdo con tendencias del uso del coddén. La
secuencia de nucledtido deseada entonces es sintetizada a través de
medios de amplificacibn PCR de una plantilla que comprende
traslapar oligonucledtidos sintéticos los cuales, como un contig,
representan la secuencia deseada. El producto resultante también
puede ser modificado a través de PCR o mutagénesis para anexar
sltios de restriccién para facilitar la clonacién dentro de un plasmido

adecuado para la expresién o manipulaciones adicionales.

EJEMPLO 3

Uniones del anticuerpo quimérico a MAG de rata en ELISA

El anticuerpo anti-MAG quimérico que contiene las CDRs de
cadena pesada y ligera de la invencidén se produjo a través de

transfecciéon temporal de células CHO. Para esto, se utilizéd el
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reactivo de transfeccion Transfast (Promega: E2431) vy
transfecciones llevadas a cabo de acuerdo con las Instrucciones del
fabricante. En breve, se colocaron en placas aproximadamente 10°
células CHO por cavidad en placas de cultivo de 6 cavidades. Al dla
siguiente se mezclé el ADN de vector de expresién de mamlifero que
codifica la cadena pesada o ligera apropiada a una relaciéon de 1:1 (5
pg de ADN total) en medio (Optimen1 con Glutamax; Gibco #51985-
028). El reactivo de transfeccién temporal se agregd y la solucién se
transfirid a cavidades con capas de célula confluentes. Después de 1
hora a 37°C en el incubador de células, la mezcla de ADN/Transfast
se recubrid con 2 ml de medio Optimem y se de]Jé durante 48-72
horas en el incubador. Los sobrenadantes se cosecharon, se
purificaron a través de centrifugacién y se pasaron a través de filtros
de 0.2 um. La concentracién de anticuerpo en el sobrenadante de
cultivo de célula CHO se determindé a través de ELISA y se estimé
como siendo de alrededor de 0.5 pg/mil. Para la unién de MAG, s.e
utilizé6 MAG-Fc de rata comercialmente disponible. Debido a la fusién
con F¢c humano los anticuerpos quiméricos de enlace no se pudieron
detectar utilizando anticuerpos secundarios IgG antl-humanos. Mas
bien, se utilizé el anticuerpo especifico de cadena ligera kappa anti-
humano. La Figura 4 muestra que este anticuarpo quimérico se une a
MAG atn a una dilucién de 1/64. Un anticuerpo humanizado no
relacionado y el sobrenadante de cultivo de células transfectadas

mock no generaron ninguna sefial en este ensayo.

A\
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Procedimiento:

Se recubrieron placas de microtitulaciéon ELISA (Nunc
Maxisorp) con 1 ug/ml de proteina de fusiobn MAG-Fc de rata (R&S
Systems; 538-MG) en PBS a 4°C durante la noche. Las placas se
lavaron dos veces con PBS y después se bloquearon con PBS/BSA
(1% de p/v) durante 1 hora a temperatura ambiente (RT). Los
sobrenadantes de cultivo de <células CHO transfectadas
temporalmente se pasaron a través de filtros de 0.2 pm y se
diluyeron serialmente en PBS/BSA iniciando en el sobrenadante
nitido a una dilucién de 1/64. Las diluciones de muesira se dejaron
a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas después se
lavaron tres veces con PBS/Tween 20 (0.1% v/v). El anticuerpo de
deteccién fue conjugado de peroxidasa especifico de cadena ligera
kappa anti-humano de cabra (Sigma A-7184) diluido a 1/2000 en
PBS/BSA. El anticuerpo de detecclién se incub6é a durante 1 hora a
temperatura ambiente y las placas se lavaron como anteriormente. La
solucién del substrato (Sigma Fast OPD P-9187) se agregd y se
incubé hasta que se detectd el desarrollo del color apropiado y
después se detuvo utilizando 3M de H,SO,. El desarrollo del color se

leyd a 490 nm.

EJEMPLO 4

Anticuerpos humanizados

Los anticuerpos alterados incluyen anticuerpos humanizados
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que comprenden regiones variables humanizadas enlazadas a la
regiones constantes humanas. Ejemplos de cadenas de
inmunoglobulina anti-MAG humanizadas de la invencion se proveen
en la Figura 5. Los anticuerpos humanizados utilizando las reglones
constantes I1gG1, I1gG2, 1gG3, IgG4, IgA, IgE, IgM, IgD pueden ser
producidas.

La Figura 5 (Sec ID No: 30) provee un sjemplo de la secuencia
de aminodcido de wuna cadena pesada de inmunoglobulina
humanizada en la cual la region variable de cadena pesada anti-MAG
humanizada esta asociada con una secuencla de sefial de secrecion
de inmunoglobulina funcional, y con una forma alterada de la reglén
constante IgG1 humana, en la cual los residuos Kabat 248 y 250 han
sido mutados a alanina con el fin de deshabilitar las funciones
ejecutoras de unién a FcyRl y la protelna de complemento Ciq
(Duncan, A. R. y Winter, G. Localization of the Clq binding site on
antibodies by surface scanning, Nature 332, 738-740, 1988. Duncan,
A. R., Woolf, J. M. , Partridge, L. J., Burton, D. R. y Winter, G.
Localization of the binding site for human FcRt on IgG. Nature 332,
563-564, 1988). Dichas mutaciones se hacen opcionalmente con el
fin de adaptar las propiedades de un anticuerpo alterado para lograr
un efecto terapédutico particular, por ejemplo, la unién a y bloqueo de
la funcién de un antigeno sin activar los mecanismos ejecutores
liticos.

La Figura 5 (Sec ID No. 31) provee la secuencia de aminoéacido

de una cadena ligera de inmunoglobulina humanizada en la cual la

A
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regiéon varilable de cadena ligera anti-MAG humanizada esta asociada
con una secuencia de sefial de secrecién de Iinmunoglobulina
funcional y con la regién constante kappa humana.

Similarmente, las regiones variables anti-MAG pueden estar
asociadas con las regiones constantes de inmunoglobulina que
carecen de mutaciones que deshabilitan las funciones ejecutoras. La
Figura 5 (Sec ID No. 32) provee la secu.encia de aminoéacido de una
cadena pesada de Iinmunoglobulina humanizada en la cual la regién
variable de cadena pesada anti-MAG humanizada esta asociada con
una secuencia de sefial de secrecién de Inmunoglobulina funcional, y
con un forma de tipo silvestre de la regién constante 1gG1 humana.

A partir de la informacién provista en la Figuras 5, los insertos
de ADNc que codifican estas cadenas humanizadas pueden ser
preparados a través de técnicas de biologla molecular estandares
bien conocidas por aquellos con experiencia en la técnica.
Brevemente, el cddigo genético se utiliza para identificar codones de
nucledtido que codifican los aminoédcidos deseados, creando una
secuencia de ADNc virtual que codifica la proteina. Si el inserto de
ADNc se desea que sea expresado en un organismo particular,
entonces los codones particularmente preferidos pueden ser
seleccionados de acuerdo con tendencias del uso del codén. La_
secuencla de nucledtido deseada entonces es sintetizada a través de
medios de amplificacion PCR de una plantilla que comprendé
traslapar oligonuclebtidos sintéticos los cuales, como un contig-.

representan |la secuencia deseada. El producto resultante también
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puede ser modifilcado a través de PCR o mutagénesis para anexar
sitios de restriccléon para facilitar la clonacién dentro de un plasmido

adecuado para la expresién o manipulaciones adicionales.

EJEMPLO §
Unlén de Anticuerpos antil-MAG humanlizados a MAG de rata y de
ser humano en Elisa

1) Unién directa de ELISA a proteina de fuslén MAG-Fc de
rata de cantildades normalizadas del sobrenadante de cultivo para
® combinaciones de cadena pesada y ligera humanlizadas

Los anticuerpos anti-MAG humanizados que contienen las
CDRS de cadena ligera y pesada de la Invencidn se produjeron a
través de la transfeccién temporal de células CHO. Para esto, se
utilizé el reactivo de transfeccién Transfast (Promega: E2431) y
transfecciones llevadas a cabo de acuerdo con las Instrucclones del
fabricante. En breve, se colocaron en placas aproximadamente 10°
células CHO por cavidad en placas de cultivo de 6 cavidades. Al dla
siguiente se mezcld el ADN de vector de expresién de mamifero qué
codifica la cadena pesada o ligera apropiada a una relaciéon de 1:1 (5
pg de ADN total) en medio (Optimen1 con Glutamax; Gibco #51985-
028). El reactivo de transfeccién temporal se agregd y la solucion se
transfirié a cavidades con capas de célula confluentes. Después de 1
hora a 37°C en el incubador de células, la mezcla de ADN/Transfast

se recubrié con 2 ml de medio Optimem y se dej6 durante 48-72
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horas en el incubador. Los sobrenadantes se cosecharon, se
purificaron a través de centrifugacién y se pasaron a través de filtros
de 0.2 um. Se produjeron 8 combinaciones de cadena variable ligera
y pesada de las secuencias mostradas en el siguiente cuadro y las
regiones constantes de cadena pesada de 1gG1 fueron funcionales de

acuerdo con la Sec. ID.

Sec ID No (V-regiones) Descripcién Nombre altemativo

13 Vh humanizado Bvh1
14 Vh humanizado BVh2
16 Vh humanizado Bvh3
16 Vh humanizado CVI1
17 Vh humanizado Cvi2
18 Vh humanizado cvi3
19 VI humanizado Ccvi4

La concentracién del anticuerpo se determiné a través de
ELISA y las cantidades de sobrenadante utilizadas en los ensayos
normalizados a una concentraciéon de 250 o 500 ng/ml (dependiendo
de la concentracién del sobrenadante de cultivo). Como antigeno, se
utilizé ratMAG-Fc comercialmente disponible (R&Systems; 538-MG).
Debido a la fusién de este antigeno con Fc humano, los anticuerpos
quiméricos unidos no pudieron ser detectados utillizando anticuerpos
secundarios IgG anti-humanos generales. Mas blen, se utillzé el
anticuerpo especlifico de cadena ligera kappa anti-humano. La Figura
6 muestra que los ® anticuerpos humanizados examinados se unierém

a MAG de rata con curvas de unién muy similares de forma



10

15

20

25

aX
75

descendente a aproximadamente 4 ng/ml. ElI anticuerpo quimérico
utilizado como una referenclia mostré caracteristicas de unién que
caen dentro del grupo de los anticuerpos humanizados examinados
aqul. Aunque no es absoluto, esto puede sugerir que las afinidades
de los anticuerpos humanizados examinados aqul yacen muy cerca
dentro del rango de afinidad del anticuerpo quimeérico no humanizado

utilizado como una referencia aqul.

Procedimiento

'Se recubrieron placas Maxisorp de 96 cavidades durante la
noche a 4°C con proteina de fusién MAG-Fc de rata (1 ug/ml; RSED
Systems; No. Cat. 538-MG) en PBS: Las placas se lavaron dos veces
con PBS conteniendo Tween20 (0.1% v/v;, PBST) y se bloquearon con
PBS conteniendo BSA (0.1% p/v) durante 1 hora a temperatura
ambiente (RT). Las cantidades variables de sobrenadantes de cultivo
se diluyeron de forma serial en regulador de pH de bloqueo y se
agregaron a las cavidades bloqueadas Iniclando aproximadamente a
500 o 250 ng/ml. Las concentraciones de anticuerpo del
sobrenadante se basaron en ensayos independientes midiendo Ila
cantidad de anticuerpo humanizado presente en cada sobrenadante
de cultivo. El anticuerpo de ratén-ser humano quimérico (no
humanizado) también se incluyé como referencia. Las muestras de
anticuerpo se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora y las
placas después se lavaron tres veces con PBST. El anticuerpo

secundario (conjugado de peroxidasa especifico de cadena ligera
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anti-humano de cabra; Sigma A-7164) se agregdé a una dilucidon de
1/5000 en regulador de pH de bloqueo y se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente. Las cavidades se lavaron tres veces como
anteriormente y la unién se detectd a través de la adicién del
substrato (tabletas OPD disueltas de acuerdo con las instrucclones;
Sigma P-9187). El desarrollo del color se monitoreé y la reaccidn se
detuvo utilizando 3M de H;SO,. El desarrollo del color se ley6é a 490

nm.

2) Unlén directa de ELISA a proteina de fuslén MAG-Fe¢ d9
rata de dos combinaclones de cadena pesada-ligera del
anticuerpo anti-MAG humanlizado purificado -

Dos anticuerpos humanizados que consisten de combinaciones
de la regién variable de cadena pesada y ligera BVh1/Cvi1 y
BVh3/CVI3 (cuadro Figura 5) y una regién constante 1gG1 mutada se
ejemplificaron a través de SEC.I.D.NO: 30 (la cual es IgG1 mutado
BVh1/CVI1, aquellos con experiencia en la técnica pueden facilmente
derivar la secuencla del equivalente BVh3/CVI3) se produjeron a
través de una versién escalada hacia arriba de la transfeccidn
temporal descrita en el Ejemplo 3 vy purificada utilizando
cromatografia de afinidad de protelna A. El material del anticuerpo
purificado se dlalizé contra PBS y la concentracién se determind a
través de la lectura OD280. Las concentraciones del anticuerpo se
ajustaron a 5000 ng/ml y se utilizaron como diluciones seriales en

MAG-FC de rata uniéndose a ELISA. La Figura 7 muesira que el

O
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material de anticuerpo purificado se une a MAG-Fc de rata y que
ambas combinaciones de la regién variable de cadena pesada y

ligera probadas aqul son extremadamente similares.

Método:

Se recubrieron placas Maxisorp Nunc de 96 cavidades durante
la noche a 4°C con proteina de fusién MAG-Fc de rata (2.5 pug/ml;
R&D Systems; No. Cat. 538-MG) en PBS: Las placas se lavaron dos
veces con PBS conteniendo Tween20 (0.1% v/v. PBST) y se
bloquearon con PBS conteniendo BSA (0.1% p/v) durante 1 hora a
temperatura ambiente (RT). El anticuerpo humanizado purificado se
ajustd a una concentraclion Inicial de 5§ pg/ml en regulador de pH de
bloqueo y después se diluyd serialmente. Las muestras del
anticuerpo se incubaron 1 hora a temperatura ambiente y las placas
se lavaron 3 veces con PBST. El anticuerpo secundario {conjugado
de peroxidasa especifico de cadena ligera anti-humano de cabra;
Sigma A-7164) se agregdé a una dilucién de 1/5000 en regulador de
pH de bloqueo y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente.
Las cavidades se lavaron tres veces como anteriormente y la unilén
se detectd a través de la adlcidbn del substirato (tabletas OPD
disueltas de acuerdo con las instrucclones; Sigma P-9187). EI
desarrollo del color se monitored y ia reacclén se detuvo utilizando

3M de H.SO,. El desarrollo del color se leyé a 490 nm.
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Resultados:
Ambos anticuerpos humanizados purificados que Illevaron
ninguna o varias mutaciones de estructura mostraron una unién
extremadamente similar a MAG de rata. Los resultados se ven en |a

Figura 7.

3) Unién a MAG humano expresado en células CHO de
cantidades normalizadas de sobrenadante de cultivo de dos
combinaciones de cadena pesada y ligerea humanizadas

Las mismas combinaciones de cadena pesada y ligera variables
humanizadas descritas en el Ejemplo 5 2) fueron probadas como
sobrenadantes de cultivo purificados contra MAG humano expresado
en la superficie de células CHO. La cantidad de sobrenadante de
cultivo utilizada para cada anticuerpo fue normalizada en base a las
concentraciones del anticuerpo determinadas por ELISA. Para esto,
se recubrieron placas de 96 cavidades (Nunc Maxisorp) durante la
noche a 4°C con cadena IgG (gama) anti-humano de cabra (Sigma II-
3382; en regulador de pH de bicarbonato pH 8.6; 2 pg/mi). Al dla
sigulente, las placas se lavaron dos veces con regulador de pH de
lavado (PBST) y se bloquearon a través de la adicién de por lo
menos 75 pl de regulador de pH de bloqueo (PBS conteniendo BSA
1% p/v) durante 1 hora a temperatura ambiente. La solucién de
muestra del anticuerpo se diluyé de forma serial en regulador de pH
de bloqueo (iniciando con una dilucién pura o %) en duplicado. EI

estandar Ab fue anticuerpo 1gG1 humanizado purificado de una
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especificidad no relacionada y concentracién conocida. La solucién
estandar tamblién se diluyé de forma serial a través de las placas
iniciando a 500 ng/ml. Todas las soluciones de anticuerpo se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se
lavaron tres veces como anteriormente y después se incubaron con
conjugado de peroxidasa especlfico de cadena (libre y enlazado)
ligera (kappa) anti-humana de cabra (Sigma; A-7164) a 1/5000 en
regulador de ph de bloqueo durante 1 hora a temperatura ambiente.
Las placas se volvieron a lavar tres veces como anteriormente y se
incubaron con una solucién de substrato (tabletas OPD; Sigma P-
0187 utilizando desarrollo de color fuerte). El desarrollo del color se
detuvo a través de la adicién de 25 pl de 3M de H2SO, y la placa se
leyd a 490 nm.

La Figura 8 muestra que ambos anticuerpos probados aqui
reconocen MAG humano y son muy similares en sus caracteristicas
de unién. CHO/- son controles negativos de células CHO con no MAG

expresado.

Método para ELISA basado en células Eu
Se rellenaron placas de 96 cavidades (Costar 3585) con 100 pi
de suspenslén de célula/cavidad (ver cuadro sigulente para el

numero de células recomendado para llevar a cabo el ensayo en los

dlas 1, 2, 3, 0 4).

0!
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Dla Namero de célula/ml
1 3 x 105
2 1 x 105
3 5x 104
4 1x 104

El medio de cultlvo se removié y las placas se removieron con
DMEM/F12 (Sigma D6421), conteniendo FCS (10%), BSA (1%), NaN3
(1%; regulador de pH de bloqueo) durante 1 hora temperatura
ambiente. La solucidn de bloqueo después se removid y se agregé la
muestra (en regulador de pH de bloque 50 pl/cavidad). Las muestras
se incubaron a 4°C durante 1 hora. Las placas después se lavaron
tres veces con PBS utilizando un lavador de piacas Skatron. Después
del lavado, las células se fijaron con 5% de paraformaldehldo
(diluido en PBS) durante 20 minutos a 4°C y se volvieron a lavar
como anteriormente. Se agregaron 50 pul/cavidad de anticuerpo
secundario conjugado de Europio diluido en regulador de pH de
Europio {60 mM base Tris, 150 mM de NaCl, 0.5% de BSA, 0,1 g/l,
Tween20, 7.86 mg/l de DTPA a un pH de 7.3) y se incubaron durante
1 hora a 4°C.

A las placas lavadas como se menciond anteriormente se le
agregaron 200 pul de mejorador Delphia de solucion/cavidad. La
solucién se incubd a temperatura ambiente durante 5-10 minutos. Las

cavidades se leyeron dentro de las 24 horas en un Victor.
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4) Competicién de ELISA para la unién a proteina de fusién
MAG-Fc de rata de dos anticuerpos humanizados purificados y el
anticuerpo monoclonal de ratén no humanizado
Método:

Se recubrieron placas Maxisorp Nunc de 96 cavidades durante
la noche a 4°C con proteina de fusién MAG-Fc de rata (2.5 pg/ml,
R&D Systems; No. Cat. 538-MG) en PBS: Las placas se lavaron dos
veces con PBS conteniendo Tween20 (0.1% v/v; PBST) y se
bloquearon con PBS conteniendo BSA (0.1% p/v) durante 1 hora a
temperatura ambiente (RT). El anticuerpo humanizado purificado se
ajustd a una concentracion inicial de 200 ng/ml y se mezcld a un
volumen igual con moléculas competidoras hechas en regulador de
pH de bloqueo en la escala de 6000 a O ng/ml. Las competidoras
fueron ya sea anticuerpo monoclonal de ratén parenteral (anti-MAé)
o un anticuerpo monoclonal de ratén no relacionado (INN1) a las
mismas concentraciones (BVh1/CVI1 solo). Las soluciones de
anticuerpo/ competidora se incubaron durante 1 hora temperatura
ambiente y las placas después se lavaron tres veces con PBST. El
anticuerpo secundario (conjugado de peroxidasa especifico de
cadena ligera anti-humano de cabra; Sigma A-71684) se agregd a una
diluciébn de 1/5000 en regulador de pH de bloqueo y se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente. Las cavidades se lavaron
tres veces como se menciondé anteriormente y la unidén se detectd a
través de la adiciéon del substrato (tabletas OPD disueltas de acuerdo

con las Instrucciones; Sigma P-9187). El desarrollo del color se

1977
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midié a 490 nm.

Resultados: -
Ambas preparaciones de anticuerpo purificado compiten
Igualmente a través del anticuerpo monoclonal de ratén original pero
no a través de un anticuerpo monoclonal de ratén que tiene una
especificidad no relacionada, ver Figura 9. Esto muestra que el
anticuerpo monoclonal de ratén original y los anticuerpos
humanizados probados aqul probablemente reconocen el mismo

eplitopo y posiblemente tienen afinidades muy similares a MAG de

rata.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo alterado o fragmento funcional del mismo que
se une a y neutraliza MAG y que comprende una o mas de las
sigulentes CDRs:

CDRs de cadena ligera

[ CDR De acuerdo con Kabat
L1 KSSHSVLYSSNGKNYLA
L2
L3

WASTRES
HQYLSSLT

CDRs de cadena pesada

[CDR De acuerdo con Kabat
H1 NYGMN

H2 WINTYTGEPTYADDFTG
H3 “NPINYYGINYEGYVMDY

2. Un anticuerpo alterado o fragmento funcional del mismo que
comprende un dominio varlable de cadena pesada que comprende
una o mas CDRs seleccionadas de CDRH1, CDRH2, y CDRH3 y/o un
dominlo variable de cadena ligera que comprende una o mas CDRs
seleccionadas de CDRL1, CDRL2, y CDRL3.

3. Un anticuerpo anti-MAG alterado o fragmento funcional del

mismo que comprende:

199
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un dominio variable de cadena pesada (Vy) que comprende
reglones hipervariables en secuencia CDRH1, CDORH2 y CDRH3

yfo

un domlnio variable de cadena ligera (V.) que comprende
regiones hipervariables en secuencia CDRL1, CDRL2 y CDRLS.

4. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 3, el cual es
monoclonal.

5. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 4, el cual es
humanizado.

6. Un anticuerpo o fragmento funcional del mismo de acuerdo
con la relvindicaclén 5, que comprende una regién varlabie de
cadena pesada que comprende una de las siguientes secuencias de
aminoacido:
QVALVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEW
MGWINTYTGEPTYADDFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCA
RNPINYYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSS (SEC ID No 13).

QVAQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEW
MGWINTYTGEPTYADDFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYFCA
RNPINYYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSS (Secuencia ID No 14)

QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEW
MGWINTYTGEPTYADDFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTATYFCA
RNPINYYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSS (Secuencia ID No 15)

7. Un anticuerpo o fragmento funcional del mismo de acuerdo
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con la reivindicacidn 6, que ademéas comprende una regloén variable
de cadena ligera que comprende |la Secuencia de aminoacido ID No
16, 17, 18 0 19;
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQP
PKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCHQYLS
SLTFGQGTKLEIKRTV (SEC ID No 16)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQP
PKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTIINLQAEDVAVYYCHQYLS
SLTFGQGTKLEIKRTV (SEC ID No 12)
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQP
PKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLHTEDVAVYYCHQYLS
SLTFGQGTKLEIKRTV (SEC ID No 18)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQP
PKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTIINLHTEDVAVYYCHQYLS
SLTFGQGTKLEIKRTV (SEC ID No 19)

8. Un anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones 6-7, que
comprende:

un fragmento variable de cadena pesada que comprende SEC
ID No 13, 14 0 15

y una parte constante del fragmento del! mismo de una cadena
pesada humana

y

un fragmento variable de cadena ligera que comprende SEC ID

4
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No. 16, 17, 18 o0 19 y una parte constante o fragmento del mismo de

una cadena ligera humana.

9. Un anticuerpo humanizado de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones precedentes seleccionado de los anticuerpos que

comprenden:

No
No

No
No

No
No

No
No

No
No

No
No

No

Una regidn variable de cadena pesada que comprende Sec ID.

13 y una regién variable de cadena ligera que comprende Sec
16;

Una regién variable de cadena pesada que comprende Sec
13 y una region variable de cadena ligera que comprende Sec
17;

Una regidn variable de cadena pesada que comprende Sec
13 y una regidén varlable de cadena ligera que comprende Sec
18;

Una reglén variable de cadena pesada que comprende Sec
13 y una regién variable de cadena ligera que comprende Sec
19;

Una regién variable de cadena pesada que comprende Sec
14 y una regién variable de cadena ligera que comprende Sec

16;

Una regién variable de cadena pesada que comprende Sec
14 y una regién variable de cadena ligera que comprende Sec
17,

Una regién variable de cadena pesada que comprende Sec

14 y una regién variable de cadena ligara que comprende Sec

ID

ID
ID

ID
ID

1D
ID

ID
ID

ID
1D

ID
ID

4

1]
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18;

Una regién variable de cadena pesada que comprende Sec
14 y una region variable de cadena ligera que comprende Sec
19;

Una regidén variable de cadena pesada que comprende Sec
15 y una region variable de cadena ligera que comprende Sec
16;

Una regidn variable de cadena pesada que comprende Sec
15 y una regidn variable de cadena ligera que comprende Sec
17;

Una regidn variable de cadena pesada que comprende Sec
15 y una regién variable de cadena ligera que comprendse Sec
18;

Una reglidn variable de cadena pesada que comprende Sec
15 y una regiéon variable de cadena ligera que comprende Sec

19.

ID
1D

ID

ID

ID

ID

ID
ID

10. Un polinucleétido que codifica la regidn variable de cadena

pesada que comprende la Secuencia Id No. 15.

CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGC

CTCAGTGAAGGTTTCCTGCAAGGTTCTGGATACACCTTCACTAACTAC

GGCATGAACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGAT

GGGATGGATCAACACCTACACCGGCGAGCCCACCTACGCCGACGAC

TTCACCGGCCCGGTTTGTCTTCTCCTTGGACACCTCTGTCAGCACGGC

ATATCTGCAGATCAGCAGCCTAAAGGCTGAGGACACTGCCACCTATTT

CTGTGCGAGAAACCCCATCAACTACTACGGCATCAACTACGAGGGCT

v

N2
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ACGTGATGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTAGTCACAGTCTCCTCA

11. Una secuencia de polinucleétido que codifica la secuencia
de aminoacido ID No 14 es:
CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGC
CTCAGTGAAGGTTTCCTGCAAGGCTTCCTGGATACACCTTCACTAACT
ACGGCATGAACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTG
GATGGGATGGATCAACACCTACACCGGCGAGCCACCTACGCCGAAC
GACTTCACGGCCGGTTTGTCTTCTCCTTGGACACCTCRGTCAGCACG
GCATATCTGCAGATCAGCAGCCTAAAGGCTGAGGACACTGCCGTGTAT
TTCTGRGCGAGAAAACcCATcAACTACTACGGCATCAACTACGAGG.G
CTACGTGATGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTAGTCACAGTCTCCT
CA

12. Una secuencia de polinucledtido que codifica la secuencia
de amirioacido ID No 15 es:
CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGC
CTCAGTGAAGGTTTCCTGCAAGGTTCTGGATACACCTTCACTAACTAC
GGCATGAACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGAT
GGGATGGATCAACACCTACACCGGCGAGCCCACCTACGCCGACGAC
TTCACCGGCCCGGTTTGTCTTCTCCTTGGACACCTCTGTCAGCACGGC
ATATCTGCAGATCAGCAGCCTAAAGGCTGAGGACACTGCCACCTATT'II'
CTGTGCGAGAAACCCCATCAACTACTACGGCATCAACTACGAGGGCT
ACGTGATGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTAGTCACAGTCTCCTCA

13. Un polinucleétido que codifica la Secuencia de aminoéacido
Id No 16 es:
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGG
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CGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGAGCAGCCACAGCGTGCTGTGTA
CAGCAGCAACCAGAAGAACTACCTTGGCCTGGTACCAGGCAGAAACC
AGGACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTTACTIGGGCATCTACCDCGGGAA
TCCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATT
TCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCAGTTTATT
ACTGTCACCAGACCTGAGCAGCCTGACCTTTGGCCAGGGGACCAAGC
TGGAGATCAAACGTACGGTG

14. Un polinucleétido que codifica la Secuencia de aminoéacido
Id No 17 es:
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGG

CGAGAGGGCCACCATCAATCTGCAAGAGCAGCCACAGCGTGCTGTAC

AGCAGCAACCAGAAGAACTACCTTGGCCTGGCCAAGCAGAAACCAG
GACAGCCTCCTAAGCTGCTCATTTACIGGGCATCTACCCGGGAATCC
GGGGTCCCTGACCCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCA
CTCTCACCATCATAGCAGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCAGTTTAT.TA
CTGTCACCAGTACCTGAGCAGCCTGACCTTTGGCCAAGGGGACCAAG
CTGGAGATCAAACGTACGGTG (SEC ID No 24)

15. Un polinucleétido que codifica la Secuencia de aminoécido
i{d No 18 es:
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGG

CGAGAGGGCCACCATCAACTGAAGAGCAGCCACAGCGTFCTGTACAG

CAGCAACCAGAAGAACTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGAC
AGCCCTCCTAAG CTGCTCATTTACTGGGCATCTACCCGGGAATQCGQ
CGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACTC
TCACCATCAGCAGCCTGCACACCGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTC
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ACCAGTACCTGAGCAGCCTGACCTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAG
ATCAAACGTACGGTG

18. Un polinucleétido que codifica la Secuencia de aminoécido
Id No 15 es:
GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGG
CGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGAGCAGCCACAGCGTGCTGTAC
AGCAGCAACCAGAAGAACTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAG
GACAGCCCTCCTAAGCTGCTCATTTACTIGGGCATCTACCCGGGAATC
CGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTCTGGGACAGATTTCA
CTCTCACCATCATCAACTGCACACCGAAGATGTGGCAGTTTATTACfG
TCACCAGTACCTGAGCAGCOTGACCTTTGGCCAGGGGACCAAGCTG.G
AGATCAAACGTACGGTG

17. Una composicién farmacéutica que comprende un
anticuerpo anti-MAG alterado o un fragmento funcional del mismo de
acuerdo con las relvindicaciones 1-8 junto con un diluyente o
portador farmacéuticamente aceptable.

18. Un método para el tratamiento o profilaxis de derrame
cerebral u otras enfermedades/trastornos neurolégicos en un ser
humano, que comprende la administraclén a dicho ser humano en la
necesidad del mismo de una cantid-ad efectiva de un anticuerpo anti-
MAG, de acuerdo con las reivindicaciones 1-8 incluyendo anticuerpos
alterados o un fragmento funcional de los mismos.

19. El uso de un anticuerpo anti-MAG de acuerdo con las
reivindicaciones 1-8, incluyendo anticuerpos alterados o0 un

fragmento funcional de los mismos, en l|la preparacién de un
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medicamento para el tratamiento o profilaxis de derrame cerabral u
otras enfermedades/trastornos neurolégicos.

20. Un método para inhibir la neurodegeneracién y/o promover
la recuperacién funcional en un paciente ser humano que sufre, o
ostd eon riesgo de desarrollar, un derrame cerebral u otras
enfermedades/trastornos neurolégicos que comprende administrar a
dicho ser humano en la necesidad del mismo una cantidad efectiva
de un anticuerpo anti-MAG de acuerdo con las reivindicaciones 1-6,
incluyendo anticuerpos alterados o un fragmento funcional de los
mismos.

21. El uso de un anticuerpo anti-MAG de acuerdo con las
reivindicaciones 1-8, incluyendo anticuerpos alterados o un
fragmento funcional de los mismos, en la preparacion de un
medlcamento para inhibir |la neurodegeneracién y/o promover la
recuperacién funcional en un paciente ser humano que sufre, 0 esté
en riesgo de desarrollar, un derrame cereb_ral u otras
enfermedadesltras.tornos neurol6gicos.

22. Un método para el tratamiento o profilaxis de derrame
cerebral u otras enfermedades/trastornos neurolégicos en un ser
humano que comprende el paso de la administracién parenteral de
una cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo anti-MAG a
dicho ser humano.

23. El método de acuerdo con la reivindicacion 22, en donde el
anticuerpo anti-MAG se administra intravenosamente.

24. El método de acuerde con la relvindicacién 18, 20 o 24, en

n%
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donde |as otras enfermedades/trastornos neurolégicos se
seleccionan del grupo que consiste de: daflo traumatico al cerebro, y
dafio a la espina dorsal, enfermedad de Aizheimer, demencias fronto-
temporales (tauopatlias), neuropatla periférica, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Huntington, y esclerosis maitiple.

25. Un método para promover el desarrollo de axones que
comprende el paso de poner en contacto un axén humano con un
anticuerpo anti-MAG de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8.

26. El método de acuerdo con la reivindicacién 25, en donde el

método es In vitro.

114



Fugura 1.

HGHSCI ILFLVATATGVASEIQLVQSGPALXKPGETINKI SCXASGYTFINYGMNWVKQRPOKGLXN
KGWINTYTORPTYADDFTGRFAPSLETSASTAYLC IENLRNEDTATYFCARNP INY YO INYEGYVH
DYWOOGTLVTVSSASTKGPSVIPLAPSEXKS T SOGTAALGCLVKD Y FREPVIVENNSGALTOGVETY
PAVLOSSGLYSLS SVVIVPEBALAIITY ICHVIHRPENTKVDEEVEPKSCORTHTCP PCPAPELAG
APEVFLFPPEPXDTIMIBRTPEVTCYVVDVSHRDPRVKINTYVDOVEVERAKT KPRERQYNETYRY
VEVLTVLNOQOWLNGKEY KCKVSNKALPAPIEXTIBKAKGOQFREPOVYTLPPSRDELTIRUVELTCL
VRGFYPEDIAVEWESNGOP ERNYKTTPPVLDSDGS FFLY EKUTVDXKERWQOGNVIFE CESVHERALRN
RYTOKSLELSPAK

(1153



Fugura 2.

MOWECIILFLVATATGVHSNIMNTQEPBSLAVESAGEKVTHECKS SHEVLYBSRORNY LAWYQORKPO
QS PXLL1YWASTREBGVPDRFTGSGSGTDPTLTI INVATEDLAVYYCHQYLESLTFOTGTKLEBIKR

TYARPSVF 1 FPPSDEQLKBCTASVVCLLINT Y PREAKVOWKVDNALOSCNSQESVTEQDEXDETYS
LSSTLILSXADYEKHKVYACEVTEQGLSS PVTKSPNRGEC

1\



Fugura 3.

MOWSCLILFLVATATOVASEIQLVOSGPELKKPOETNKI SCRASGYTF THY GHNHVEQAPGROLN
MOWNTIRTYTGEP TYADDFTORPAFILETSAS TAYIAI SHLEMEDTATY FCARNP TN Y Y G THYRGY VN
DYROQITLVTVEEASTRGPESVYPLAPSS KSTROGTAALGCLVIDY FPEPVTVIRNGGALTSGVETY
PAVIQSSGLYSLESVVIVPSSSLOTQIY ICRVIERPSNTRVD KKVEF KSCORTHT CP PCOAPELLG
GPSVFLIPPXRKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKF WY VDIVEVEMAKTKPREEQYMETYRY
VEVLIVLRQDNLNGKEYRCKVANKALPAPLEETI SEANGOPREFQVYTLP PERDELTINQVELTCL
VKGFY PEDIAVEWESNGOPEVNYKTTPFPVLDEDOS FFLY SKLTVDEBRUQOUNV FECEVMEEALNN
RYTOKSLELIPAK



Figura 4.

Unidn anti-MAG quimera a MAG de rata.
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Figura 5.

Seq ID No: 30
MGWSCIILFLVATATGVHSQVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGM
NWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADDFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSL
KAEDTAVYYCARNPINYYGINYEGYVMDYWGRGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHIPSNTKVDKKVEPKSCOKTHTCPPCPAPELAGA
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Seq ID No: 31

MGWSCIILFLVATATGVHSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSN
QKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAE
DVAVYYCHQYLSSLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLL
NNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Seq ID No: 32

MGWSCIILFLVATATGVHSQVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGM
NWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADDFYGRFVFSLDTSVSTAYLQISSL
KAEDTAVYYCARNPINYYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAP
SSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQP
REPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK



Figura 6.

Unidén MAG con cantidades normalizadas de sobrenadantes.
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Materlal de anticuerpo purificado a concentraciones determinadas a
traves de OD280.
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Figura 8.
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Figura 9.

Competicidn de ELISA para la unidn de protelna de fusidn MAG-Fe de rata
de dos anticuerpos purificados humanizados y el anticuerpo mono cional
de raton no humanizado.
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TRADUCCION OFICIAL No. 2005-01-26-033 de un documento escrito en inglés/espafiol,
la cual para efectos del presente lieva el sello personal de Martha Lucia Arcinlegas M.,
Traductora e intérprete Oficial en virtud de la Res 1523 /88 del Ministerio de Justicia.

TRASPASO
Legalizacién de un Traspaso, documento escrito simultaneamente en inglés y en
espafiol, en el -cual los suscritos Volker GERMASCHEWSKI y Jonathan Henry
Welbore ELLIS, ceden a Glaxo Group Limited los derechos, titulo e interés sobre
ml (nuestra) invencién llamada “ANTICUERPOS DE GLICOPROTEINA
ASOCIADA CON ANTIMIELINA (MAG)

Lugar y fecha: Stevenage, Hets, GB 3 de diciembre del 2004

(fimna ilegible)

Volker GERMASCHEWSKI

Lugar y fecha: Stevenage, Hets, GB 3 de diciembre del 2004

(firma ilegible)

Jonathan Henry Welbore ELLIS

En espafiol legalizacién mediante Notario Piblico del documento precedente
(firma ilegible)

James Kerr MILLIGAN

Notario Pablico de Londres, Inglaterra

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)



Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte

Pais: Reino Unido de Gran Bretafia e Iranda del Norte
Este documento publico

ha sido firmado por James Kerr Milligan

actuando como Notario Pablico

y lleva el sello/estampilla de dicho Notario Publico

Certificado

en Londres 6. el 20 de diciembre del 2004

Por el Secretario Principal de Su Majestad para Asuntos Exteriores y dei

Commonwealth

No. G585750

Timbre/Sello 10. Fima: (ilegible)
Aparece el Sello de la Oficina A. Walakira

de Asuntos Exteriores y del Commonwealth

Segun mi mejor leal saber esta es una traduccion fiel y completa de su

original en inglés de la cual se deja copia para futura referencia.

MINISTERIO OF
RELACIONES EXTERIORES RESPONS A Ik GEL TEXTO
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XI3/88 INBLISROA
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Yo, el infrascrito, James Kerr MILLIGAN, Notario Piblico de la Ciudad de
Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y

juramentado,
CERTIFICO:
QUE la Cesitn que se adjunta fue firmada por:

Don Volker GERMASCHEWSK]I, titular de tarjeta de identidad alemana
® nimero 6047128888; y

Don Jonathan Henry Welbore ELLIS, titular de pasaporte britdnico
ntimero 028550784 expedido por la Agencia de Pasaportes del Reino Unido el
dia 19 de agosto de 1997.

Y PARA QUE CONSTE donde y como convenga y fuere necesario, expido la

presente que firmo y sello en dicha Ciudad de Londres, el dia de hoy diecisiete
de diciembre del afio dos mil cuatro.

L

James Kerr MILLIGAN
Notario Piablico de Londres, Inglaterra
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APOSTILLE \ —z‘}

(Hegue Convention of 5 October 1961 / Convention de [.a Haye du 5 octobre 1961)
UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1. Country: United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland
Pays: Roysume-Uni de Grunde-Bretagne et d’Irfdande du Nord
This public document / Le présent acte public

2. Has been signed by James Kerr Miiligan

a été signé par
3. Acting inthe capacity of Notary Publie

agissant en qualitf de
4. Bearsthescal/stampof  The Sald Notary Publle

est revitu du sceau/timbre de

Certified/Attestd

5. ot London/d Londres 6. thefle 20 December 2004

7. by Her Majesty’s Principal Sccretary ol State for Foreign and Commonwealth Aflairs /
par I Secrétaire d’Etat Principal de Sa Majesté aux Affaircs Etrunpéres et du Commonwealth.

8. Number/sous No G585750

9., Stamp: 10. Signature: A. Walakira
timbre:

M5~

Far the Secretory of Sinte / Ponr I Seerdiaire o "Bt

If this docament is to be used in a country which is not party to the 1lague Convention of 5 October
1961, it should be prescated to the consular section of the mission representing that country. An
apostille or legalisation certificate only confirms that the signaturc, seal or stamp on the document is
penuine. It does not mean that the contents of the document are correct or that the Foreign &
Commonwealth Office approves of the contents.



Colombia PC4912
ASSIGNMENT CESION

Volker GERMASCHEWSKI Noler GE£@MADLH EusSHY
Jonathan Hﬂll‘y ELLIS nathan “'IMH.‘ gLLIS

By means of this document assign to
Glaxo Group Limited

A company organized under the laws of Great
Britain

Domiciled in

Glaxo Wellcome House, Berkeley Avenue,
Greenford, Middlesex, UB6 ONN,

Great Britain

(hereinafter referred to as the ASSIGNEE). All
my (our) rights, title and interest in and to my
(our) invention for a new and useful
improvement entitled and as fully set forth and
described in:

ANTI-MYELIN ASSOCIATED
GLYCOPROTEIN (MAG) ANTIBODIES

So far as the Republic of Colombia is
concerned.

STERRAMGE, HWPornd Sy e
Place and date: y

Iny Rezs1Pere Pacef

Volker SCHEWSK1

STevenics, HPride sy
50
3 VezemaR 2504

Place and date:

por medio de la present cedo (cedemos) a

6'010 wap l,‘|m-|"e¢’

una __ Coryonia organizada baja las
leyesde Gran Dietora

domiciliada en

Gloxo Wallcora House, Berneley Avewe,
Graan o;:‘i_b‘]:;dcllesex, vab oM,
?deozhom en adelante el CESIONARIO), todos

mis (nuestros) derechos, titulo e interes sobre mi
(nuestra) invencion tal como describe en:

Anticoepro da G‘icqorok\nq
adciadon on ankimielina (HAg6)

En lo que concierne a la Republica de Colombia.

Place and date:
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: —PERUSTRIN T CONEXCTY '
Radicacion 1 ESHE34Y DOOGDNNE Folios: 138

Fecha (AN} EBOS-G2-81 16:44113
Trasite @ 1 CT-PATET 279 FASE WACT ALL PRESENTA »B/.l
Depesdeuciar 2528 NIVISIIN IE HEWS (REACINES

Indnstria! Comercio
SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ]
@ Indicacion de que se solicita la concesidn de una patente x4
& Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [x]4
€ Descripcion de la invencitn (W] 2
€ Dibujos de ser estos pertinentes RANTY)
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [x12
COMPLETA [}] INCOMPLETA [ ]
DISERO INDUSTRIAL [ ]
@ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ 1]
€ Datos de identificacidn del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion grafica y fotogrifica del Disefio Industrial o muestra del []

material que incorpora el disefio
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas {1
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

@ Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
€ Representacién grafica del esquema trazado

€ Comprobante de pago de las tasas establecidas

p— p— p— p—

COMPLETA [ }&< INCOMPLETA [ ]

Firma Responsable

Fecha Carrera 13 No. 27-00 Piso 5,7 y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: infof@sic.gov.co
WWW.SIC.gov.Cco
Bogoti, D.C., Colombla
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

Folio 132
Bogota DC

Doctor

ALICIA LLOREDA RICAURTE
Representante y/o Apoderado
GLAXO GROUP LIMITED

&

REFERENCIA: Radicacién No. 05 8403
Solicitud Intemacional  PCT/EP2003/087489
Fecha inicio fase nacional 08-03-2005

Trédmite 011
Evento 379
Actuacion 416
Oficio No. 192
Folios 001

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expedients indicado en ia referencia, retme los requisitos de forma establecidos en ia
Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentas (PCT), ef Reglamento y ia Circular Unica de la Superintendencia de
industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de Comunicaciones
para efecto de su publicacion en la Gaceta de Propiedad Industrial.

DeqvenBogodoc A2 MR 205

ALIX CARME DE VERGEL
Jefe de la Divi de Nuevas Creaciones

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
202027
Fax: 350 5220
E-mali: info@sic.gov.co
WWW.SIC.QOV.CO
Bogota, D.C., Colombla



