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REF: Expediente No. 13 154.248- solicitud de patente de invencion a
favor de GENENTECH, INC. Titulo: ANTICUERPOS PARA EL
RECEPTOR DE LA BARRERA HEMATOENCEFALICA DE BAJA
AFINIDAD Y SUS USOS.

RESPUESTA A EXAMEN DE FONDO

JUAN PABLO CADENA SARMIENTO, portador de la tarjeta profesional No. 57.492 del
C.S.]., obrando como apoderado de la sociedad solicitante me permito dar respuesta al
Oficio No. 10799 relacionado con la patentabilidad de la presente invencién y

notificado por fijacién en lista el 2 de Septiembre de 2014,

De manera atenta remitimos a su Despacho un nuevo pliego reivindicatorio que
consta de treintaidds (32) reivindicaciones, las cuales se mantienen plenamente
soportadas por las divulgaciones del capitulo descriptivo y no exceden en ningun

momento el alcance de la invencién previamente reivindicada.

En primera instancia, nos permitimos manifestar nuestro total desacuerdo respecto a
la objecion que califica como materia no patentable a las reivindicaciones 1 a 29,
puesto que la reivindicacién 1 y sus respectivas dependientes ilustran un método de
transporte de un compuesto que como tal, resulta completamente valido y no recae en

ninguna excepcion a la patentabilidad.
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Como muestra de este hecho, nos permitimos reproducir a continuaciéon la

reivindicacion 1 de dicho nuevo pliego reivindicatorio:

“Un método de transporte de un compuesto a través de la barrera
hematoencefdlica que comprende exponer un anticuerpo que se une con baja
afinidad al receptor de transferrina (BBB-R), acoplado a un compuesto, a la
barrera hematoencefdlica de modo que el anticuerpo transporta el compuesto

acoplado al mismo a través de la barrera hematoencefalica.”

A partir de dicha caracterizacion, es evidente que la presente invencion se relaciona

con un método de transporte de un compuesto, que comprende:

a. Exponer un anticuerpo que presente baja afinidad al receptor de

transferrina y que se encuentre acoplado a un compuesto, a la barrera

hematoencefélica; y

b. Transportar el compuesto acoplado al anticuerpo a través de la barrera

hematoencefalica.

Dicho esto, es nuestra intencion llamar la atencién sobre el hecho de que, a pesar de
referirse a un sistema de entrega de farmaco cuyo objetivo consiste en lograr el
transporte de un firmaco a través de la barrera hematoencefalica, la ejecucion del
método descrito en dicha reivindicaciéon 1 no implica en ningin momento la
aplicaciéon de un método terapéutico o diagnéstico sobre un animal humano, hecho

que contrasta con la apreciacion del sefior Examinador.

En este sentido, afirmamos que la simple mencion de la barrera hematoencefélica
como diana de interés para el objeto de la presente invencién no da lugar a considerar
que la misma requiere de un sujeto animal o humano para su ejecucion, tal y como el
desarrollo de una tableta entérica, por ejemplo, no se relaciona expresamente con la

administracion de la misma a un sujeto.

Tomando como referencia el caso de una tableta entérica, nos permitimos destacar
que esta constituye una estrategia para hacer llegar un farmaco determinado a un

blanco puntual, en este caso el intestino, aprovechando los aspectos fisioldgicos del
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tracto digestivo a través del cual transitarfa dicha tableta, y aplicando estrategias

puntuales como el recubrimiento con materiales solubles e insolubles bajo

condiciones variables de pH.

Similarmente, la presente invencién representa un sistema de entrega de farmaco
que, desde un enfoque biotecnoldgico, toma ventaja del grado de afinidad de un
anticuerpo por un receptor presente en la barrera hematoencefalica para lograr el

paso de un compuesto activo acoplado dicho anticuerpo, a través de esta barrera.

A la luz de la anterior comparacion, solicitamos sea reconocido que tal y como el
desarrollo de una tableta entérica tiene como blanco o diana un érgano tejido
especifico y aun asi representa materia susceptible de patentabilidad, la presente
invencién no recae en ninguna excepcion de patentabilidad y que, por tanto,

constituye materia valida que solicitamos sea estudiada de manera pertinente.

Asimismo, insistimos en que si bien el método aqui reivindicado evidencia un
mecanismo mucho mdas complejo que el de la tableta entérica, puesto que su
estrategia se fundamenta en aprovechar la relativa afinidad de un anticuerpo para
llevar a cabo el transporte de un farmaco acoplado a dicho anticuerpo a través de un
tejido puntual, mientras que la tableta dnicamente se disefia procurando la
desintegracion de la misma y disolucién y entrega del fairmaco en un medio alcalino; la
presente invencién constituye un sistema de entrega de fdrmaco que en ningin
momento implica el diagndstico o tratamiento de una condicién patolégica de un

individuo animal o humano.

Con base en lo anterior, asumimos demostrado que la invencién descrita en la
reivindicacién 1 y sus respectivas dependientes se cifie completamente a los
requerimientos la Decision 486, alejandose de las situaciones expuestas en el citado
Articulo 20, razén por la que solicitamos respetuosamente se reconozca Su
patentabilidad y se estudie como parte integral del citado nuevo pliego reivindicatorio

que ponemos a su consideracion.
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En cuanto a las reivindicaciones 2 a 13, 20, 21, 23, y 52 a 54, consideramos que la
objecién del sefior Examinador es pertinente y por tanto, se llevé a cabo la eliminacién

de tal materia del actual pliego reivindicatorio.

Mas alld de dichas modificaciones, es preciso destacar que el alcance de las
reivindicaciones 1, 30 y 38 (nuevas reivindicaciones 1, 14 y 22 respectivamente) fue

restringido limitando los posibles receptores de la barrera hematoencefilica al
receptor de transferrina (TfR) dnicamente, con lo cual se logra una distincion clara de

la invencion frente al estado de la técnica, como demostraremos mas adelante.

Abordando ahora las objeciones de claridad manifestadas en el Oficio técnico,
encontramos que la reivindicacion 30 fue objetada por no definir alguna etapa o

condicién especifica que deba realizarse segtin el método reivindicado.

En contraste con dicha apreciacién, afirmamos que la reivindicacién 30 es vdlida en la
medida que ilustra un método para producir un anticuerpo que se caracteriza por

comprender las siguientes etapas:

a. Seleccién de un anticuerpo especifico para un receptor de transferrina (TfR), el

cual presenta una deseable baja afinidad por dicho receptor; y

b. Sintesis del anticuerpo segtin los métodos y técnicas ya conocidos en el estado

de la técnica.

A este respecto cabe anotar que si bien la etapa b. del método en cuestiéon no se
encuentra explicitamente sefialada en la reivindicacidon 30, esta representa materia
completamente conocida para cualquier persona medianamente versada en la técnica,
quien, a la luz de la materia reivindicada, el capitulo descriptivo y sus propios
conocimientos, se encuentra en la capacidad de inferir la secuencia de pasos

relacionados con la sintesis de un anticuerpo. puede inferir la secuencia

Debido a que dicha secuencia de etapas de sintesis (i) ya es conocida y aplicada y (ii)
no aportaria ningin elemento distintivo a la presente invencién, afirmamos que la
misma es evidente para el versado en la materia y por tanto, no es necesario

especificarla en la objetada reivindicacién 30.
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Como sustento de lo dicho, citamos a continuacién un fragmento del Instructivo de
Examen de Solicitudes de Patentes de Invencion y Modelo de Utilidad, en donde se

define qué tipo de informacién debe contener una reivindicacion:

“Las reivindicaciones deben contener todas las caracteristicas técnicas esenciales
de la invencion las cuales definen la invencién y la hacen (o deberian hacerla)
diferente del estado de la técnica y, por tanto, constituyen la solucién al problema
técnico que intenta resolver la invencién.” (Numeral 2.6.1 - Contenido de las

reivindicaciones)

Adicional a lo ya comentado, nos permitimos expresar que el concepto inventivo del
método reivindicado se centra precisamente en la seleccién de un anticuerpo de
dichas caracteristicas para que el mismo sea util para transportar un compuesto
activo a través de la membrana hematoencefélica, por lo cual es evidente que la
secuencia de sintesis como tal no representa un atributo caracteristico y distintivo de

la presente invencién que deba ser reivindicado.

Por otro lado, afirma el sefor Examinador que, tanto el método de dicha
reivindicacion 30 como el anticuerpo de las reivindicaciones subsecuentes, se

encuentra caracterizado por un “resultado a alcanzar” que no es aceptable.

Frente a esto, es oportuno mencionar que la afinidad del anticuerpo por el receptor, el
tipo de receptor y el antigeno al cual se une, representan parametros y requisitos
técnicos de la invencién que deben ser cumplidos por la misma a fin de solucionar

exitosamente el problema técnico objetivo al cual se enfrenta.

Puntualmente, es de notar que la afinidad del anticuerpo por el receptor determina la
capacidad de union del mismo a su ligando, garantizando la interaccion de los mismos.
Una alta afinidad indica que la unién del anticuerpo por el receptor es fuerte y tiende a
permanecer, mientras que una baja afinidad indica que tal unién no es muy fuerte y

tiende a disociarse.
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Para el presente caso, resulta esencial que el anticuerpo pueda unirse al receptor de
transferrina pero que dicha interaccion no sea permanente pues la intencion es
Ginicamente transportar una molécula acoplada, la cual serd liberada una vez la union

entre el anticuerpo y el receptor haya cesado.

Teniendo en cuenta lo anterior, es claro que la baja afinidad del anticuerpo por el

receptor de transferrina no constituye un “resultado a alcanzar” sino un requisito

técnico sin el cual la invencion fallaria completamente en resolver el problema
técnico, ya que si la unién de dicho anticuerpo al receptor fuera fuerte o permanente,

el transporte de la molécula acoplada al mismo no sucederia.

De igual manera, afirmamos que la afinidad de un anticuerpo por determinado
receptor representa un parametro por cuanto puede ser cuantificado o medido
aplicando técnicas ampliamente extendidas en el campo técnico, como las
mencionadas en el siguiente fragmento, las cuales también hacen parte del

conocimiento general del versado en la materia:

“En un aspecto, la afinidad del anti-BBB-R o anti-BBB-R/compuesto por el BBB-R

se mide utilizando andlisis de scatchard En otro aspecto, la afinidad del anti-

BBB-R o anti-BBB-R/compuesto por el BBB-R se mide utilizando andlisis
BIACORE. En otro aspecto, la afinidad del anti-BBB-R o anti-BBB-R/compuesto se

mide utilizando competicion ELISA.”

Adaptado del capitulo descriptivo de la presente solicitud

En concordancia con lo anterior, solicitamos sea reconocido que la afinidad del
anticuerpo de la presente invencién constituye un parametro cuya validez se
encuentra avalada por los lineamientos del Instructivo de Patentabilidad (Numeral
2.6.5.9 - Definicion por pardmetros, pagina 42) y que por tanto, caracteriza

apropiadamente la presente invencion.

Con relacion al tipo de receptor y al antigeno al cual se une el anticuerpo reivindicado,

agregamos que los mismos restringen pertinentemente el alcance de la presente
invencién al delimitar de modo concreto los ligandos del anticuerpo reivindicado y

por tanto, no dan lugar a los “resultados a alcanzar” que indica el sefior Examinador.
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En vista de lo anterior, solicitamos sea reconocida la total pertinencia de los
parametros y requisitos técnicos reivindicados, dado que estos no indican supuestos
resultados a alcanzar, sino que contrario a esto, constituyen materia que define de

manera valida la presente invencion.

Igualmente, solicitamos de manera respetuosa sean retiradas las objeciones que
cuestionan la claridad de la reivindicacién 30, la cual hemos demostrado divulga de

manera adecuada el alcance de la presente invencion.

Ahora bien, encontramos que el sefior Examinador también objeta la descripcion de la
presente solicitud por no divulgar la invencién de manera suficientemente completa
para que la persona del oficio normalmente versada en la materia pueda ejecutarla o
reproducirla, y porque la misma no ilustra ningiin método para producir anticuerpos

monoclonales.

Contrario a esa observacion, consideramos que las ensefianzas del capitulo
descriptivo son claras, suficientes y permiten la plena comprension de la presente
invencién, ademds de su ejecucién, razén por la que no justificamos la objecion del

sefior Examinador.

En este sentido, presentamos a continuacion un fragmento del capitulo descriptivo

referente a los métodos indicados para producir anticuerpos monoclonales:

“En un aspecto, el anticuerpo es seleccionado de un panel de anticuerpos con base
en la afinidad del anticuerpo seleccionado. En otro aspecto, el anticuerpo estd
manipulado genéticamente para tener la afinidad. En uno de tales aspectos, el

anticuerpo es generado utilizando cualquier metodologia conocida en el arte de

expresion _en levaduras, mutagénesis aleatoria y mutagénesis sitio

dirigida.”

Adaptado del capitulo descriptivo de la presente solicitud

b
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Segidn indica la presente divulgacion, y en concordancia con lo ya comentado, la
metodologia aplicada para la sintesis o produccién de los anticuerpos de la presente

invencién corresponde a cualquiera de las conocidas y aplicadas en la actualidad,

entre ellas las mencionadas expresiéon en fagos, expresion en levaduras,
mutagénesis aleatoria y mutagénesis sitio dirigida, por lo que la ejecucion de la
presente invencion es perfectamente posible a partir de la informacion consignada en
el capitulo descriptivo acompanada de los conocimientos propios del versado en la

materia.

Dicho esto, solicitamos respetuosamente sea retirada la objecién que perjudica al
capitulo descriptivo de la presente solicitud, reconociendo de esta manera la validez

del mismo.

Novedad y Nivel inventivo

La materia de las reivindicaciones 30 y 38 (nuevas reivindicaciones 14 y 22) se ve
anticipada por las divulgaciones del documento D1 titulado “Drug Targeting of
Erythropoieyin Across the primate Blood-Brain wuith an IgG Molecular trojan Horse”
(Journal of pharmacology and experimenal therapeutics, Vol. 333, no 3, 1 Junio 2010,

Piginas 964-969).

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, el alcance del actual pliego
reivindicatorio fue limitado especificando que tanto el método de transporte de un
compuesto a través de la barrera hematoencefélica (reivindicacién 1) como el método
para producir un anticuerpo (nueva reivindicacién 14) se orientan al desarrollo de un
anticuerpo (nueva reivindicacién 22) que se une puntualmente al receptor de

transferrina TfR.

Considerando dicha modificacién, es nuestra intencién destacar que la referencia
citada por el sefior Examinador presenta un enfoque totalmente distinto al de la

presente invencion pues divulga un anticuerpo especifico de membrana HIRMAb que

no se relaciona en absoluto con el objeto y sentido de la materia ahora reivindicada.
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Asimismo, el documento D1 no brinda ninguna nocién respecto a la afinidad del
anticuerpo por el receptor, la cual representa un parametro decisivo de la presente
invencién que equivale, en consecuencia, a una caracteristica técnica esencial valida y

que permite diferenciar aiin mas la materia reivindicada del estado de la técnica.

Debido a que la anterioridad citada por el sefior Examinador falla completamente en
anticipar todas y cada una de las caracterfsticas técnicas esenciales que dan origen a la
presente invencion, solicitamos respetuosamente sea retirada la objeciéon que

cuestiona su novedad.

En conexion con lo anterior, en defensa ahora del nivel inventivo de la presente
invencién, reiteramos que la deseable baja afinidad del anticuerpo y métodos
relacionados define la unidn transitoria del anticuerpo al receptor, gracias a la cual
se prevé la disociacion del complejo anticuerpo-receptor una vez atravesada la
barrera hematoencefalica, dando lugar finalmente a la liberacién del compuesto de

interés acoplado al anticuerpo.

Puesto que el documento D1 no anticipa ni sugiere de ninguna manera dicha
estrategia, en torno a la cual gira el concepto inventivo de la presente invencién y se
logra solucionar el problema técnico objetivo, afirmamos que este tampoco logra

desvirtuar el nivel inventivo de la materia aqui reivindicada.

Inclusive, consideramos que si el versado en la materia tomara como punto de partida
las ensefianzas del citado documento D1, este se orientaria al desarrollo de

anticuerpos de membrana HIRMAb que como tal, se aleja de la naturaleza y
funcionalidad de la presente invencion.

Partiendo de que la anterioridad en estudio, en lugar de instruir o motivar los
aspectos caracteristicos de la presente invencion, pone a disposicion de la materia
informacién inespecifica y alejada de la misma, concluimos que no hay lugar a
atribuirle obviedad a ninguna de las reivindicaciones del actual pliego reivindicatorio

en vista de dales ensefianzas.
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Asi pues, es preciso destacar que ademds de cumplir cabalmente con los requisitos de
patentabilidad, la presente invencién implica claros beneficios y ventajas que son
evidentes dado el contexto técnico en que se desarrolla, situaciéon que procedemos a

exponer.

Como primera medida, llamamos la atencién sobre el reto farmacéutico que implica el
transporte de firmacos a través de la barrera hematoencefdlica, ya que como bien
reconocera el versado en la materia, esta membrana parenquimatosa representa un
obstaculo dificil de sortear cuando se trata de dirigir un farmaco hacia el interior del

tejido cerebral.

Concretamente, la barrera hematoencefélica constituye una membrana de proteccion
que permite unicamente el paso de moléculas pequefias -como gases, azicar, etanol y
similares- al interior de la corteza cerebral, impidiendo de este modo la acumulacién

de desechos o la infeccién de la misma por parte de agentes nocivos.

En este contexto, el desarrollo de la presente invencion constituye un claro adelanto
en la materia porque proporciona un método de transporte, método de sintesis y un

anticuerpo que se fundamenta en la unién transitoria de un anticuerpo al receptor de

transferrina (TfR) presente en la barrera hematoencefalica, logrando asi llevar una

molécula hacia el interior de la corteza cerebral a través de dicha barrera

hematoencefalica.

Adicionalmente, vale la pena destacar que el objeto de la presente solicitud no se
limita inicamente a proponer un sistema de entrega de firmacos innovador, sino que

la misma ha demostrado efectos técnicos inesperados al incrementar la absorcion

del farmaco acoplado al anticuerpo en el cerebro empleando anticuerpos de menor
afinidad por el receptor de transferrina, hecho que solicitamos sea tenido en

cuenta en complemento de la argumentacién precedente como un indicio adicional de

nivel inventivo.

Para sustentar lo anterior, nos permitimos reproducir a continuacién la Tabla 2 del

capitulo descriptivo, la cual ilustra una serie de anticuerpos de afinidad variable por el
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receptor de transferrina (TfR), los cuales fueron debidamente ensayados en el

desarrollo de la presente invencion:

Tabla 2: mediciones IC50 para anticuerpos anti-TfR
Adaptado del capitulo descriptivo de la presente solicitud

Anticuerpo IC50 (nM) Desviacion estandar
Anti-TfRA 1.7 0.1

Anti-TfRE 6.9 0.4

Anti-TfR¢ 65 12

Anti-TfRP 111 16

Anti-TfRE >5.% 10¢ -

De la informacion consignada en la anterior Tabla destacamos que el anticuerpo anti-

TfRA fue aquel que present6 la mayor afinidad por el receptor de transferrina, y en

consecuencia, la menor I1C50 comparado con los demds anticuerpos ensayados. Este
aspecto resulta de vital importancia debido a que alli radica la sorpresa derivada de

los siguientes hallazgos experimentales.

El primer ensayo llevado a cabo consistié en la inyeccion por via intravenosa de una
dosis traza aproximadamente 50 pg/kg) de dichas variantes [!25]]anti-TfRABCDE

(variantes luego de 5 min, 1, 4, 6 y 24 horas (n=3), el cual permite llevar a cabo la

cuantificacion de la captacion cerebral promedio, es decir, la cuantificaciéon del

farmaco acoplado al interior de la corteza cerebral.

Los resultados de este ensayo se exponen en la siguiente Figura 2B, la cual presenta
datos de un experimento individual en el cual el total de las cinco variantes anti-TfR

fueron evaluadas por separado:
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FIG. 2B

Adaptada del capitulo descriptivo de la presente solicitud

Tal y como evidencia la anterior Figura, los niveles de dosis traza a nivel de la corteza
cerebral relacionados con los anticuerpos anti-TfR de menor afinidad fueron
inferiores en comparacion con los niveles logrados por las variantes que demostraron

mayor afinidad de unién, como es el caso del anticuerpo marcado ['?>[]anti-TfRA.

A partir de estos resultados, se esperaria que, teéricamente, el uso de anticuerpos de
mayor afinidad resultara en una mejor entrega del firmaco a través de la barrera
hematoencefélica, esperando entonces una acumulaciéon deficiente del farmaco

acoplado a aquellos anticuerpos de baja afinidad de unién.

Sin embargo, tras realizar un segundo ensayo empleando dosis terapéuticas en lugar
de dosis traza, se encontr6 sorprendentemente que las mismas variantes con baja
afinidad de union al receptor de transferrina demostraron una mayor absorcion
del farmaco a nivel cerebral pasadas 24 horas de la administracion, pese a que
no se detectaran cambios apreciables tras pasar la primera hora de dicho ensayo. Los
datos recopilados de este ensayo se exponen con mayor claridad en la siguiente Figura

2C:



Calle 70 A No. 4 — 41

BRIGARD | &l etai
CASTRO |

BOGOTA - COLOMBIA

FAX: (571) 742 22 00

www.be.com.co
PROPIEDAD INTELECTUAL

Dosis terapeéutico

A1Hr 1
[ J24Hr

0.7

0.6+

0.51
TN T
% de ID promedio/ 0.4
gramo de cerebro
0.3
0.29
0.1- E
o7 T 4 T ks T v4 T £
FIG. 2C IgG  xTfRA xTfRB xTRC xTRP xTfRE
control

Adaptada del capitulo descriptivo de la presente solicitud

A partir de este comportamiento se propuso un modelo que sugiere que los
anticuerpos con baja afinidad se unen a los receptores presentes en el lado luminal de
la vasculatura de la barrera hematoencefalica, en donde exponen concentraciones no-

saturadas que derivan en una baja absorcion endotelial del farmaco.
Sin embargo, cuando se maneja una dosis superior, es decir una dosis terapéutica, los
receptores luminales se saturarian independientemente de la afinidad de los

anticuerpos por los mismos, resultando en una absorcién endotelial similar.

Dada dicha condicién, los anticuerpos que manifiestan mas baja afinidad pueden

alcanzar una mayor acumulacion a nivel cerebral debido a que se maximiza la

disociacién de la diana molecular, facilitando la liberacién al interior del tejido

cerebral y reduciendo también la probabilidad de que haya eflujo fuera del cerebro, lo

cual se puede apreciar de mejor manera en el siguiente esquema extraido del articulo

de Yu et al. (Sci Transl Med 3, 84ra44 (2011) que anexamos al presente memorial:

O
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High-affinity antibody (anti-TfR*)

Trace dosing = more uptake Therapeutic dosing = less uptake

‘_!

Blood Endothelium Brain Blood Endothelium Brain
Low-affinity antibody (anti-TfR°)

Trace dosing = less uptake Therapeutic dosing = more uptake

Blood Endothelium Brain Blood Endothelium Brain

Adaptado de Anexo 1 - Yu et al. (Sci Transl Med 3, 84ra44 (2011); Figura 3)

A la luz de este esquema, es posible apreciar que en el caso de los anticuerpos que
gozan de baja afinidad, existe una distribucién muy favorable de los mismos al interior
de la barrera hematoencefilica, es decir, a nivel del tejido cerebral, gracias a que las

concentraciones se encuentran limitadas y confinadas en el lado parenquimal de la
barrera hematoencefalica; siendo este un fenémeno sorprendente e inesperado

que ademas, contrasta con las expectativas derivadas de la experimentacién con dosis

traza.

Adicionalmente, cabe resaltar que el citado Anexo 1 (Yu et al. Sci Transl Med 3, 84ra44
(2011)) corresponde a uno de los articulos cientificos publicados posterior a la
presente divulgacion, profundizando en dicha estrategia que como tal, no tiene ningtin
precedente en el arte previo y en torno a la cual radica su importancia en el contexto
técnico expuesto, ya que da a conocer un sistema de entrega de farmacos a través de
la barrera hematoencefalica eficaz y mejorado que garantiza la liberacién de una

molécula activa en el sitio indicado.
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Més alld de este hecho, solicitamos sea tenido en cuenta que el capitulo descriptivo de
la presente solicitud reporta adecuadamente los efectos sorprendentes e
inesperados que acompafian al objeto de la presente solicitud, segin revela el

siguiente fragmento:

“Sorprendentemente, la disminucién de la afinidad por el BBB-R aumenta la
captacion del cerebro y la distribucion, con un cambio robusto observado en la
localizacién de la vasculatura a las neuronas y neurdpilo asociado distribuido
dentro del SNC. En sequndo lugar, se propone la afinidad mds baja del anticuerpo
por la BBB-R para afectar la capacidad del anticuerpo para retornar al lado
vascular de la BBB a través del BBB-R desde el lado del SNC de la membrana,
porque la afinidad global del anticuerpo por el BBB-R es baja y la concentracién
local del anticuerpo en el lado del SNC de la BBB no es de saturacion debido a la
rdpida dispersién del anticuerpo en el compartimento del SNC. En tercer lugar, in
vivo, y como se observa para el sistema TfR, los anticuerpos de menor afinidad
por el BBB-R no son limpiados del sistema tan eficientemente como aquellos de
mayor afinidad por el BBB-R, permaneciendo asi a mayores concentraciones de
circulacién que sus homdlogos de alta afinidad. Esto es ventajoso debido a que los

niveles de anticuerpo en circulacién del anticuerpo de baja afinidad se

mantienen en niveles terapéuticos durante un periodo de tiempo mds largo

que los del anticuerpo de alta afinidad, lo cual. por consiguiente, aumenta la

captacién de anticuerpo en el cerebro por un periodo mds largo de tiempo.

Ademds, este aumento tanto en plasma como en exposicion del cerebro puede

reducir la frecuencia de dosificacién en la prdctica clinica, lo cual tiene beneficios

potenciales no solamente para la conformidad y conveniencia del paciente sino

también para disminuir cualquier efecto secundario potencial, o efectos fuera de

objetivo, del anticuerpo y/o de un compuesto terapéutico acoplado al mismo.”

Adaptado del capitulo descriptivo de la presente solicitud

De acuerdo con esto, solicitamos sea reconocido que la presente invencién evidencia

una serie de indicios adicionales de nivel inventivo que ratifican el cumplimiento de

dicho requisito y que demuestran que la misma implica claros beneficios y ventajas

en comparacion con las divulgaciones del estado de la técnica.

Q.
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Luego entonces, concluimos que uno de los aportes de la presente invencién —quizds
el més valioso- se traduce en que los anticuerpos con baja afinidad por el receptor
de transferrina (TfR), cuando son administrados en dosis terapéutica, alcanzan
concentraciones y una favorable acumulacién parenquimal, lo cual no habria
podido ser previsto por el versado en la materia pues contrasta francamente con las
expectativas derivadas de los conocimientos técnicos habituales y la experimentacion

previa.

Puesto que el documento D1 no brinda ninguna orientacién al respecto, ni
remotamente proporciona una solucién como la provista por la presente invencion
para lograr el transporte de un fidrmaco acoplado a un anticuerpo a través de la
barrera hematoencefilica, solicitamos sea reconocida la plena patentabilidad de la

presente invencion pese a las divulgaciones de dicha anterioridad.

Asimismo, solicitamos sea reconocido que el estado de la técnica definido por el
documento D1 no proporciona informacion relevante, instrucciones o motivacion
para que una persona normalmente versada en la materia se vea en capacidad de
alcanzar el objeto de la presente solicitud de manera obvia o en todo caso, sin hacer
uso de su propia habilidad inventiva, razén por la cual esta divulgacion es
completamente meritoria del privilegio de patente que aqui se solicita.

En vista de lo anteriormente expuesto, respetuosamente solicitamos el retiro de las
objeciones de la presente solicitud y la concesion del privilegio solicitado, ya que en
opinién del solicitante cumple con todos los requisitos establecidos en la Decision
486.

Anexos

Nuevo pliego reivindicatorio.

Atentame

LO CADENA SARMI'ENTO
T.P. No. 57.492 del C.S.J.
C.C. 80.410.337 de Usaquén
Calle 70 A No. 4 - 41



REIVINDICACIONES

1 Un método de transporte de un compuesto a través de la barrera
hematoencefalica que comprende exponer un anticuerpo que se une con baja afinidad
al receptor de transferrina (BBB-R), acoplado a un compuesto, a la barrera
hematoencefdlica de modo que el anticuerpo transporta el compuesto acoplado al

mismo a través de la barrera hematoencefalica.

2 El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el anticuerpo tiene un

IC50 por el BBB-R de aproximadamente 1 nM a aproximadamente 100 uM.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el IC50 es de

aproximadamente 5 nM a aproximadamente 100 uM.

4, El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el IC50 es de

aproximadamente 50 nM a aproximadamente 100 pM.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el IC50 es de

aproximadamente 100 nM a aproximadamente 100 pM.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo tiene

una afinidad por el BBB-R de aproximadamente 5 nM a aproximadamente 10 uM.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo
acoplado al compuesto tiene una afinidad por el BBB-R de aproximadamente 30 nM a

aproximadamente 1 uM.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo no

inhibe la unién de TfR a trasferrina.

9. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo es un
anticuerpo multiespecifico y el compuesto opcionalmente forma una porcién del

anticuerpo multiespecifico.

10. El método de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde el anticuerpo
multiespecifico comprende un primer sitio de unién al antigeno que une el BBB-R y un

segundo sitio de unién al antigeno que une un antigeno cerebral.

/ 9



11 El método de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde el antigeno
cerebral es seleccionado del grupo que consiste en beta-secretasa 1 (BACE1), Abeta,
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HER2), Tau, apolipoproteina E4 (ApoE4), alfa-
sinucleina, CD20, huntingtina, proteina priénica (PrP), quinasa de repeticiones ricas
en leucina 2 (LRRK2), parkina, presenilina 1, presenilina 2, gamma secretasa, receptor
de muerte 6 (DR6), proteina precursora del amiloide (APP), receptor de neurotrofina

p75 (p75NTR), y caspasa 6.

12. El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde el anticuerpo

multiespecifico une TfR y BACE1.

13, El método de acuerdo con la reivindicacién 10, en donde el anticuerpo

multiespecifico une TfR y Abeta.

14. Un método para producir un anticuerpo util para transportar un
compuesto a través de la BBB, que comprende seleccionar un anticuerpo especifico
para un receptor de la barrera hematoencefédlica (BBB-R) porque tiene una deseable
baja afinidad por el BBB-R, en donde dicho receptor de la barrera hematoencefilica es

un receptor de transferrina (TfR).

15. El método de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde la afinidad por el

BBB-R es de aproximadamente 5 nM a aproximadamente 10 pM.

16. El método de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde el anticuerpo

tiene un IC50 de aproximadamente 1 nM a aproximadamente 100 puM.

17, El método de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde el anticuerpo es
seleccionado a partir de un panel de anticuerpos con base en la afinidad del

anticuerpo seleccionado.

18. El método de acuerdo con la reivindicacién 14, en donde el anticuerpo esta

disefado para tener la afinidad.

19. El método de acuerdo con la reivindicacién 14, el cual comprende acoplar

el anticuerpo con un compuesto terapéutico.

20. El método de acuerdo con la reivindicacién 19, en donde el compuesto



terapéutico es un farmaco para trastornos neuroldgicos.

2L El método de acuerdo con la reivindicacién 1, el cual comprende producir
un anticuerpo multiespecifico que comprende un primer sitio de unién al antigeno
que une el BBB-R y un segundo sitio de union al antigeno que une un antigeno

cerebral.

22, Un anticuerpo que se une a un receptor de transferrina (TfR), en donde la
afinidad del anticuerpo por el receptor de transferrina (TfR) es de aproximadamente

5nM a aproximadamente 10 uM.

23. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 22, en donde la afinidad es

de aproximadamente 20 nM a aproximadamente 1 uM.

24. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 22, en donde el receptor de

transferrina (TfR) es un receptor humano.

285. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 22, el cual esta acoplado con

un farmaco para trastornos neurolégicos.

26. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 25, el cual es un anticuerpo
multiespecifico que comprende un primer sitio de unién al antigeno que une el
receptor de transferrina (TfR) y un segundo sitio de unién al antigeno que une un

antigeno cerebral.

27, El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 25, en donde el antigeno
cerebral es seleccionado del grupo que consiste en beta-secretasa 1 (BACE1), Abeta,
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HER2), Tau, apolipoproteina E4 (ApoE4), alfa-
sinucleina, CD20, huntingtina, proteina priénica (PrP), quinasa de repeticiones ricas
en leucina 2 (LRRK2), parkina, presenilina 1, presenilina 2, gamma secretasa, receptor
de muerte 6 (DR6), proteina precursora del amiloide (APP), receptor de neurotrofina

p75 (p75NTR), y caspasa 6.

28. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 27, en donde el antigeno

cerebral es BACE1.

29. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 27, en donde el antigeno

,7



cerebral es Abeta.

30. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacién 22, el cual es un fragmento

de anticuerpo con una region de unién al antigeno que une el receptor de transferrina

(TfR).

31. El fragmento de anticuerpo de la reivindicacion 49 que es un fragmento
Fab.

32, El anticuerpo multiespecifico de la reivindicacién 45 el cual es un

anticuerpo de longitud completa o un fragmento de anticuerpo.
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ALZHEIMER’'S DISEASE

Boosting Brain Uptake of a Therapeutic Antibody by
Reducing Its Affinity for a Transcytosis Target

Y. Joy Yu,'* Yin Zhang,?* Margaret Kenrick,> Kwame Hoyte,” Wilman Luk,* Yanmei Lu,*
Jasvinder Atwal,’ J. Michael Elliott,® Saileta Prabhu,® Ryan J. Watts,'" Mark S. Dennis*'

Monoclonal antibodies have therapeutic potential for treating diseases of the central nervous system, but their
accumulation in the brain is limited by the blood-brain barrier (BBB). Here, we show that reducing the affinity
of an antibody for the transferrin receptor {TfR) enhances receptor-mediated transcytosis of the anti-TfR antibody
across the BBB into the mouse brain where it reaches therapeutically relevant concentrations. Anti-TfR antibodies
that bind with high affinity to TfR remain assodated with the BBB, whereas lower-affinity anti-TfR antibody variants
are released from the BBB into the brain and show a broad distribution 24 hours after dosing. We designed a
bispedific antibody that binds with low affinity to TfR and with high affinity to the enzyme B-secretase (BACE1), which
processes amyloid precursor protein into amyloid-§ (Ap) peptides including those associated with Alzheimer's dis-
ease. Compared to monospecific anti-BACE1 antibody, the bispecific antibody accumulated in the mouse brain and
led to a greater reduction in brain Aj after a single systemic dose. TfR-facilitated transcytosis of this bispecific
antibody across the BBB may enhance its potency as an anti-BACE1 therapy for treating Alzheimer’s disease.

INTRODUCTION

A promising approach to facilitale delivery of protein therapeutics
across the blood-brain barrier (BBB) is to take advantage of receptor-
mediated transcytosis, an endogenous endocytic process in which
a ligand is transported across an endothelial cell barrier (1-4). Al-
though antibodies directed against brain endothelial receptors have
been reported, the extent of antibody uptake into the brain under
therapeutic dosing conditions remains largely unexplored. Antibodies
targeting the transferrin receptor (TfR), which is highly expressed by
endothelial cells that make up the BBB, have been reported to cross
the BBB (3, 5-7), but whether endocytosis of anti-TfR antibodies into
brain vasculature can lead 1o antibody release and accumulation in
brain parenchyma remains controversial (5, 8-10). These previous
studies have typically used radiolabeled high-affinity antibodies for
TR administered in trace amounts. Although high affinity ensures
binding ta TfR and uptake into brain endothelium despite low con-
centrations in blood, it also likely reduces the probability of antibody
being released from the central nervous system (CNS) vasculature,
and thus potentially prevents accumulation of antibedy in the brain
parenchyma.

How can uptake of therapeutic antibodies by receptor-mediated
lranscytosis be improved? We propose that one possible solution is
to use low-affinity antibodies to TIR to increase release of antibody
from brain vascular endothelium and enhance uptake and distribution
in the brain. In a therapeutic setting, high peripheral concentrations of
the antibody would compensate for the low affinity and ensure bind-
ing to TIR on the vascular luminal surface, thus ensuring effective
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uptake from the periphery. Here, we provide evidence in support
of this idea and demonstrate the feasibility of the approach using
a bispecific therapeutic antibody with a low affinity for TR and a high
affinity for the enzyme PB-secretase (BACE1), an Alzheimer’s disease
drug target.

RESULTS

A high-affinity anti-TfR antibody that binds to brain
vasculature has modest uptake

We first explored the potential of a high-affinity anli-TfR antibody
1o be taken up into mouse brain in both trace amounts and al thera-
peutic doses. We generated a human chimeric anti-murine TIR (muTIR)
antibody (anti-TfR™) that does not compete with endogenous bind-
ing of transferrin to TR and then compared its uptake in the mouse
brain with a human control immunoglobulin G (1gG) through a double-
labeled experiment. A single trace dose of [*'1Janti-TfR* and |"*IJcontrol
[gG was injected into wild-type mice intravenously, and brain up-
take was measured al various time points. A significant increase in
["*'T)anti-TIR* uptake in the brain, measured as a percentage of in-
jected dose per gram of brain, was observed al all time points (Fig.
1A, P = 0.0056). Al its peak 1 hour after injection, there wasa >11-
fold difference in ["*'TJanti-TfR? brain accumulation compared to
[***I]control [gG (1 = 6; P < 0.0001). When unlabeled anti-TfR*
(4 mg/kg of body weight) was coadministered, brain accumulation
of ["*'TJanti-TIR™ was reduced almost ta the level of control IgG, in-
dicating specific target-driven uptake. We next used more thera-
peutic relevant doses of either anti-T{R” or control [gG [20 mg/kg,
intravenously (iv)], and determined human antibody concentrations
in mouse cerebral cortex and serum at 1 and 24 hours. In these ex-
periments, animals were thoroughly perfused with phosphate- buffered
saline (PBS) to flush out the vasculature of any remaining antibody
before harvesting brains to measure drug concentrations. Compared
to control [gG, the concentration of anti-TfR® was significantly higher
in the brain 24 hours after antibody administration (Fig. 1B, P = 0.0002,
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1 = 10). Furthermore, the brain-to-serum ratio for anti-TfR® at 24 hours
demonstrates improved brain uptake compared to control IgG (Fig.
1C, P = 0.003, n = 10).

These results show that systemically administered high-affinity
anti-TfR? can accumulate in the brain when administered at both
low and high doses, bul does not address whether the antibody is
released into the parenchyma. To determine antibady distribution af-
ter systemic delivery of anti-TfR™ or control IgG (20 mg/kg), we sec-
tioned and stained PBS-perfused brains with {luorescent anti-human
secondary IgG. After 1 hour, anti-TIR* had a pronounced vascular
distribution, as indicated by its colocalization with the basement mem
brane marker anti-collagen TV (Fig. 1D, left column). Although less
pronounced, control IgG also localized to the vasculature (Fig. 1E, left
column). At 24 hours, anti-TfR* exhibited madest parenchymal stain-
ing bul remained largely vascular (Fig. 1D, right column), whereas

A B
4
5 o (1] ANti-TIRA £ %57 m1hour
B wm [V] ARKITRA+ cold (4 marka) 5 g0d B 24 hours
g = (23] Control IgG §
~§' g‘ 0.154
3
0.104
3 ¥
-E. _E_‘ 005+
2 o
1 0.00
T L Control lgG
Hours after injection
D Hours after injection
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Anti-TFR*

Anti-TfR*/anti-collagen IV

Fig. 1. Systemically administered anti-TIR" antibody localizes to the brain
vasculature. (A) Brain uptake after intravenous administration of trace doses
of ("*"anti-TFR* and ['**llcontrol IgG in mice was quantified as a mean per-
centage of injected dose per gram of brain tissue at 5 and 30 min, and
then at 1, 4, 24, 48, and 72 hours after intravenous injection (n = 6 per
group and time point). The enhanced uptake of ["*'[Janti-TfR® was reduced
by co-injection with unlabeled anti-TIR" (4 mg/kg). (B) Mean antibody
uptake in the brain 1 and 24 hours after an intravenous injection of anti-
TR™ (20 markg) showed increased uptake of anti-TFR® compared to con-

www.ScienceTranslationalMedicine.org

control TgG was absent in the brain tissue (Fig. 1E, right column).
Thus, our results confirm and extend previous studies using trace
amounts of high-affinity antibody (9, 10) by showing that high-affinity
anti-TR* was predominantly confined to endothelial cells of the BBB
and largely excluded from brain parenchyma when used in either
trace amounts or at therapeutic doses.

Lower-affinity anti-TfR antibodies show increased

brain uptake

We next explored whether reducing the affinity of the anti-TfR anti
body for T{R would enable greater accumulation of the antibody in
the brain parenchyma. Alanine mutations were introduced into the
complementarity-determining regions of anti-TfR* to generate variants
(anti-TfR®, anti-TfRS, and anti-TR) with a range of binding affin-
ities for TIR [Fig. 2A; ICsg (median inhibitory concentration) values

p=0p002 €
o> 15m=
B 1 hour
— 3 24 hours P=0003
E .
2104
-
=
E
[
§054
£
0.0+
Anti-TIR* Control IgG Anti-TfR*
E Hours after injection
1 hour 24 hours

Control 1gG

trol IgG (***P = 0.0002, n = 10 per group and time point). {C) Ratio of mean
percent brain to serum concentrations of antibody (™P = 0003, n = 10
per group and time point). (D and E) Immunohistochemical staining of
brain sections after intravenous injection with anti-TfR® reveals colocaliza-
tion of antibody (green) with collagen IV (red). Intravenous injection with
control IgG exhibited vascular distribution in the brain at 1 hour but an
absence of antibody staining after 24 hours. Images were taken from the
mouse cortex for these and all subsequent images. Scale bar, 50 um. Mag-
nification, x40

Control lgG/anti-collagen IV
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Fig. 2. Lower-affinity anti-TfR antibodies at therapeutic doses show in-
creased brain uptake. (A) Anti-TfR variant antibodies show distinct affinities
for TR by a competitive ELISA assay. IC., values are 1.7 + 0.1, 69 + 04,65 £ 12,
and 111 + 16 nM for anti-TIR®, anti-TIRY, anti-TfR®, and anti-TIR”, respectively.
(B) Mean brain uptake after intravenous injection of trace doses of ["**lJanti-
TfR variants after 5 min and 1, 4, and 24 hours (n = 3 per group and time
point) shows reduced brain uptake of lower-affinity anti-TfR variants. (C)
Mean brain uptake after an intravenous injection of anti-TfR variants
(20 mg/kg) at 1 and 24 hours (n = 10 per group and time point) shows in-
creased brain uptake (P < 0.0001 at 24 hours). (D) Ratio of mean percent
brain to serum concentrations of antibody (n = 10} at 1 hour {control IgG =
0.7, anti-TIR® = 030, anti-TIR® = 081, anti TR = 055, anti-TIR® = 0.68) and at
24 hours (control IgG = 036, anti-TIRY = 091, anti-TR® = 2.11, anti-TIR® =
143, anti-TfR® = 2.04).

are 1.7 4 0.1, 6.9 + 0.4, 65 £ 12, and 111 + 16 nM for anti TR, anti-
TfR®, anti-TIRS, and anti-TfR”, respectively]. These were evaluated in
both a nonsaturating (trace dosing) and a saturating (therapeutic dos-
ing) TR paradigm. Trace amounts of '**I-labeled versions of the four
antibodies were administered to mice intravenously, and brain uptake
was measured. Anti-TfR antibodies delivered at trace doses showed a
direct correlation between affinity and brain uptake, with lower-affinity
anlibodies showing the lowest uptake (Fig. 2B). In marked contrast Lo
trace dosing, however, brain uptake of these same variants at therapeutic
doses (20 mg/kg assessed at 1 and 24 hours) showed an inverse corre-
lation between affinity and brain uptake at 24 hours (Fig. 2C; #n = 10,
P < 0.0001) and an increase in the brain-to-serum ratio of antibody
(Fig. 2D; P = 0.0032). Furthermore, the lowest-affinity variant anti-
TIR" showed a greater than fivefold increase in brain antibody concen-
tration compared 1o control IgG 24 hours after injection (fig. S1).

On the basis of these results and our nitial hypolhesis, we propose
the following model (Fig. 3). Compared to a high-affinity antibody
that binds tightly to brain endothelial receplors, a low-affinity antibody
is less likely to bind and remain bound to luminal T(R receptors in the
vasculature when serum concentrations of antibody are low (that is,
trace dosing). Thus, under nonsaturating concenlrations, receptor-
mediated transcytosis of the low-affinily antibody is reduced and
brain uptake is low (Fig. 3, left panels). Al a higher dose (that is, thera-
peutic dosing), luminal TfR would be saturated regardless of antibody

High-affinity antibody (anti-TfR*)

Trace dosing = more uptake

Therapeutic dosing = less uptake

Blood Endothelium Brain Elood Endathelium Brain

Low-affinity antibody (anti-TfR}

Trace dosing = less uptake

4 B

Blocd Endothelium Brain Bleod

Endathelium Brain

Fig. 3. Model illustrating the inverse relationship between the anti-
body’s affinity for TfR and its uptake in brain. (Top, left panel) With trace
dosing, a higher-affinity anti-TfR antibody will bind more receptors
expressed on the luminal (blood) side of the endothelial cells that make
up the BBB compared with trace dosing of lower-affinity antibodies
(bottom, left panel), resulting in more high-affinity antibodies associated
with brain endothelium. At therapeutic doses, saturating concentrations
of antibody will result in antibody binding to receptors on the luminal
side of the BBB epithelium regardless of antibody affinity (top and bot-
tom right panels). The dissociation of antibody after receptor-mediated
transcytosis will be more likely with a lower-affinity antibody, resulting
in accumulation of lower-affinity antibody in the brain parenchyma (bottom
right panel). Furthermore, the probability of efflux out of the brain paren-
chyma will be lower for a low-affinity TR antibody because concentrations
in the brain are likely to be no longer saturating (similar to left panels, but
in the brain to blood direction).

affinity, resulting in similar endothelial uptake for both high- and low-
affinity antibodies (Fig. 3, right panels); however, a low-alfinity antibody
could lead to greater total brain accumulation through an increased dis-
sociation from TR and release into the brain. Moreover, a lower-affinity
antibody decreases the probability of receptor-mediated efflux out of
the parenchyma because concentrations in the brain are likely to be no
longer saturating,

Broad distribution of low-affinity anti-TfR antibody

in mouse brain parenchyma

Although increased brain accumulation under therapeutic dosing con-
ditions fit with our madel (Fig. 3), we also wanled to examine paren-
chymal distribution of antibody al therapeutic doses. To address this,
we compared antibedy distribution in brain tissue for each alfinity var-
iant (Fig. 4, A 1o D). Mice were dosed at 20 mg/kg and PBS-perfused
after 24 hours. Brain sections were stained with fluorescent anti-human
secandary IgG to visualize antibody distribution. As described above,
the high-affinity anti-TfR* antibody localized predominantly to the
vasculature (Fig. 4A). In contrast, lower-affinity variants localized with
the neuronal marker NeuN, suggesting their broad distribution in the
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brain parenchyma surrounding neurons (Fig. 4, B to D). In particular,

anti-TfR” exhibited noticeable and pronounced parenchymal staining

(Fig. 4D). A representative high-magnification image further illustrates
Anti-TfR/NeuN

A--

Anti-TfR*

7 o
| - -
Antl-TFR® Anti-TFR°/NeuN

Fig. 4. Brain distribution of low-affinity anti-TfR antibody. (A to D) Compar-
ison of immunohistochemical staining of brain sections 24 hours after in-
travenous injection of mice with one of four anti-TIR variants (anti-TfR®,
anti-TfR®, anti-TFRS, or anti-TR") (20 mg/kg). Staining reveals differences
in antibody distribution depending on whether the antibodies have high
or low affinity for TfR. (B to D) Lower-affinity antibodies (green) show local-
ization around NeuN-positive neuronal cell bodies (red) in the mouse brain,
whereas the high-affinity anti-TFR® antibody (A) remains largely associated
with the vasculature. Scale bar, 50 um. (E) Representative high-magnification
image showing localization of low-affinity anti-TIR” antibody (green) around
neurons (NeuN, red). Scale bar, 20 um.
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neuronal localization of the anti-TfR” variant (Fig. 4E). This paren-
chymal distribution was especially pronounced when analyzing three
dimensional (3D) reconstructed confocal images that were converted
into rotating movies comparing control IgG, anti-TfR*, and anti-TfR"”
(movies 51, S2, and S3, respectively). Together, these results indicate
that lowering the antibody affinity for TIR can markedly enhance ac-
cumulation of antibody in brain parenchyma.

Generation and characterization of an anti-TfR/BACE1
bispecific antibody

To further confirm transport of anti-TfR antibodies across the BBB and
to test whether antibody can accumulate in physiologically relevant
amounts, we generated a bispecific antibody (anti-TfR/BACE1) thal
binds to both TR and BACE1 (Fig. 5A). BACEI is expressed in the
CNS and is considered to be the primary contributor of amyloid-B (Ap)
peptide formation through its ability to cleave amyloid precursor pro-
tein (APP) in the brain (11, 12). An antibody to BACE] effectively in-
hibits BACE!1 activity in vivo, resulling in reduced AP, production
in the periphery as well as in the brain, albeit at very high peripheral
doses [see Atwal et al. (13), this issue]. When choosing an anti-TfR
antibody from which to generate the anti-TfR arm of the bispecific
anti-TfR/BACEL, we noted that there was considerable loss of affinity
for TfR compared to the starting monospecific TfR antibodies because
of loss of avidity and bivalent binding. Thus, when we generated the
bispecific antibody using the higher-affinity anti-TfR", the resulting
bispecific antibody had an affinity for TfR that was comparable to na-
tive anti-T{R and anti-T(R" (Fig. 5B; anti-TR™ ICy = 1.7 £ 0.1 nM;
anti-TIR/BACEI: IC;, = 45 + 3 nM). The anti-TfR/BACEI1 bispecific
antibody inhibited AB,_y production in a stably transfected human
embryonic kidney (HEK) 293 cell line expressing human APP with
slightly reduced potency compared to monospecific anti-BACE], in-
dicating that bivalent binding is not required to inhibit BACE1 activity
in cells (Fig. 5C).

Bispecific anti-TfR/BACE1 uptake and

distribution in brain

When administered at trace doses, higher brain accumulation was
observed with the [ll}lfal1ti—TlR/BACE] bispecific antibody com-
pared to ['**[Janti-BACE] antibody up to 48 hours after injection
(Fig. 51D, n = 4, P = 0.05). Consistent with our model, brain uptake
of ['®I]anti-TfR™ was much greater than that of the lower TfR affinity
['*I]anti-TfR/BACE] in these trace dosing experiments. At therapeu

tic doses, however, the anti-TfR/BACE] bispecific antibody exhibited
much higher brain uptake compared to either anti-BACE! or anti- TfR*
(Fig. 5E and fig. $2, also compare to Fig. 1B), again consistent with our
model. Peak brain accumulation at 24 hours achieved concentrations of
~20 nM and remained elevated at 48 hours after injection (fig. S2A).
Enhanced uptake of the bispecific antibody is especially apparent when
comparing the average percent of antibody in the brain versus in the
serum (Fig. 5F). Similar to low-affinity anti-TfR antibody localization,
anti-TIR/BACE! showed broad distribution throughout the brain pa

renchyma in addition to vascular staining (Fig. 5G and fig. S2B). The
localization of anti-TfR/BACE! to brain parenchyma was especially
evident when analyzing 3D reconstructed confocal images [movie $4,
also compare control IgG (movie S1) and anti-TIR® (movie $2)]. In con

trast, mice injected with anti-BACE1 antibody showed very little brain
vascular or parenchymal staining at 24 hours, similar to control [gG
(compare Fig. 5G and fig. S2B with Fig. 1E).
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Fig. 5. An anti-TfR/BACE1 bispecific antibody blocks AP production in vitro
and accumulates in the brain in vivo. (A) Model of the bispecific antibedy,
which was engineered to bind to both TfR and the enzyme f-secretase
(BACE1). (B) Affinities of the parental anti-TFR* (ICs, = 1.7 + 0.1 nM} and anti-
TFR/BACE1 (ICs5 = 45 + 3 nM) as measured by a competitive ELISA assay
showed a significantly reduced affinity of the bispecific antibody for TfR. (C)
Quantification of human AB,_s in HEK293-hAPP™ cells after titration with
anti-TIR/BACE1, anti-BACET, and control IgG in a cell-based assay reveals slight-
ly reduced potency of anti-TFR/BACE1 compared with anti-BACE]. (D) Mean
brain uptake after trace doses of '“labeled antibody for 30 min and 6, 24,
and 48 hours after intravenous injection in mice (n = 4 per group and time
point) shows reduced uptake of antiTfR/BACE1 compared with anti-TfR. (E
and F) Mean antibody uptake (at 48 hours: anti-BACE1 =0.12 + £.03%; anti-
TIR/BACE1 = 0.57 £ 0.04%) (E) and average brain-to-serum ratio at 1, 12, 24,
and 48 hours after an intravenous injection of an antibody (20 mg/kg) in mice
{n = 10 per group and time point) (F), showing a robust uptake of anti-TfR/
BACE1 with therapeutic dosing (at 48 hours: anti-BACE1 = 028 + 0.08%; anti-
TFR/BACE] = 7.40 + 0.58%). (G) Immunohistochemical staining of brain
sections from mice 24 hours after an intravenous injection with either anti-
TFR/BACET or anti-BACE1 (20 mg/kg). Images show broad staining in the
brain parenchyma for the anti-TfR/BACE1 bispecific antibody compared with
minimal staining for the monaspecdific anti-BACE1 antibody (see also fig. S2B).

www ScienceTranslationalMedicine org

Anti-TfR/BACE1 bispecific antibody reduces brain Ap

On the basis of the impressive brain uptake and localization of the
anti-T(R/BACEI bispecific antibody after a single injection, we next ex-
amined whether BACEI inhibition in vivo could be boosted using the
bispecific antibody compared to the monospecific anti-BACE] anli-
body, as assessed by a reduction in brain AP. Indeed, at 25 mg/kg,
anti-TR/BACEI was able to significantly reduce brain AB;_4, concen-
trations compared to control [gG 24 hours after injection (control
IgG, 1598.7 pg/g anti-TIR/BACEL, 1031.5 pg/g; P = 0.001, n = 10) and
48 hours after injection (control [gG, 1791.3 pg/g: anli-TfR/BACEI,
1453.2 pg/g; P = 0.0003, n = 10). In contrast, the anti-BACEl mono-
specific antibody had no effect on brain AP, _4 over this time period
(Fig. 6A). At 50 mg/kg, anti-TfR/BACEI had an even more marked
effect in reducing brain Af;_y at both time points compared to control
IgG (Fig. 6B; at 24 hours: control IgG, 1903.0 pg/g: anli-TfR/BACE],
1005.7 pg/g; at 48 hours: control IgG, 1733.7 pg/g anti-TfR/BACE],
867.5 pg/g P < 0.0001, n = 10). Administration of anti-BACE] at this
dose also significantly reduced brain AB 4 concentrations compared
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Fig. 6. Systemic dosing with anti-TFR/BACE1 reduces brain Af. (A to D)
Quantification of Af}, 4, concentrations in mouse brain (A and B) and plas-
ma (C and D) after an intravenous injection of control IgG, anti-BACE1, or
anti-TfR/BACE1 (25 or 50 mg/kg). Asterisks (*) represent significance com-
pared to contral 1gG, whereas pound signs (#) represent significance com-
pared to anti-BACE1. "'P < 005, ™™P < 001, ""**P < 0001; n = 10 per group
and time point. (E) Mean A, _, reduction from data in (A) to (D) calculated as
a percentage of A, , concentrations relative to those in mice injected with
control lgG. Anti-TIR/BACET reduces brain A} concentrations at both doses
and time points when compared to either control IgG or anti-BACE1 antibody.
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to control (Fig. 6B; 1480.9 pg/g at 24 hours and 1433.1 pg/g at 48 hours;
P < 0.0001, 1 = 10 at 24 hours; P = 0.006, n = 10 at 48 hours), although
to a lesser extent than did the bispecific anti- TfR/BACEL. The maximal
effect of anti- TIR/BACE] was achieved 48 hours after injection at 50 mg/
kg, with a 50.0 + 1.9% reduction in brain AB,_4 compared to control
IgG (Fig. 6L). These reductions after a single dose are impressive when
considering that mice lacking BACE] show a maximal AB,_y, reduction
of ~80% (13). A significant decrease in peripheral AB;_y was also ob-
served al both doses and time points for anti-TfR/BACEL, and al the
24-hour time point for anti-BACE! (Fig. 6, C and D).

We next determined how brain concentrations of anti-TfR/BACEI
and anti-BACE] relate to AB reduction. As expected, the reductions in
AP, _4 concentrations in the brain correlaled with much higher brain
concentrations of anti-TfR/BACE] compared to anti-BACEI and con-
trol IgG (fig. 53). Neither anti-TfR™ (the original arm used 1o generate
the anti-TfR/BACE! bispecific antibody) nor anti-TfR (with a binding
affinity for TfR similar to that of anti-TfR/BACEI) reduced AP;_yo ap-
predably (fig. $4), indicating thal the anti-TfR arm of the anti-TIR/BACEI
bispecific antibody did not contribute to the marked reduction in AP,
after a single dose. Together, these results indicate that increasing the
concentration of a BACEI-targeting antibody in the brain by exploit-
ing TfR-mediated transcytosis can significantly enhance the potency
of this potential therapeutic antibody.

DISCUSSION

Our results reveal an unexpected relationship between antibody affin-
ity for TIR, a target of receptor-mediated transcylosis, and the extent
of brain uptake of the antibody and its distribution in the brain pa-
renchyma. The reduction in AB production by the anti-TfR/BACE]
bispecific antibody also demonstrates that the TIR pathway of receptor-
mediated transcytosis is sufficiently robust to deliver a concentration
of antibody across the BBB that is therapeutically relevant, at least in
mice. This insight is particularly relevant in a dlinical selling where the
serum antibody concentration that is administered can typically be
high, and where we predict that enhanced CNS delivery using TfR
or another receptor-mediated Iranscytosis pathway can be achieved
by reducing the affinity of the antibody for the receptor. To test this
approach in primates, an anti-T{R antibody that binds to monkey and
human TfR must be generated. Furthermore, although the anti-TfR
antibody used in this study does not block binding of transferrin to
TIR, the acule and chronic safety consideralions of using antibodies
raised against TIR to increase uptake in brain have not been explored.
For example, investigation of iron transport and uptake (mediated by
TIR) will be essential for determining the clinical feasibility of this ap-
proach. In addition, the broader consequences of increased exposure
of brain tissue to antibady will require further investigation.
Although the TIR pathway appears to be a particularly robust route
for CNS uptake of large molecules, it should be expected that, at some
point, brain uplake will be limited by the receplor concentration and the
rale of transcytosis. These limitations may vary for different receptor-
mediated transcytosis targets, and so, the full potential of this approach
requires investigation of these other targets. Furthermore, other receptor-
mediated transcytosis targets may provide the added benefit of BBB-
specific expression, in contrast to the broadly expressed TfR. Nevertheless,
our findings demonstrate substantial promise for brain-penetrating bi-
specific therapeutic antibodies that explait receptor-mediated transcytosis,
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and provide evidence that this approach may be useful in targeting a
wide range of CNS diseases with antibody therapy.

MATERIALS AND METHODS

Cloning and purification of muTfR

Amino acids 122 to 640 corresponding to the extracellular domain of
muTfR were polymerase chain reaction (PCR)-amplified and inserted
into the pRKS.sm protein expression vector (Genentech) with the herpes
simplex virus glycoprotein D signal sequence and an N-terminal 8x His
tag. muTIR was expressed in HEK293 cells. Expression media containing
muTIR were conditioned with | mM sodium azide, 0.5 mM phenyl-
methylsulfonyl fluoride, 0.3 M NaCl, and 15 mM imidazole and adjusted
to pH 7.0. Precharged nickel resin (Ni-NTA superflow, Qiagen) was
added to media for batch absorption at 4°C overnight and then packed
into a column and washed with PBS and 0.3 M NaCl (pH 7.4), followed
by 25 mM imidazole, 0.3 M NaCl, and 1 mM sodium azide (pH 8.0).
The column was eluted with 250 mM imidazole, 0.3 M NaCl, and
1 mM sodium azide (pH 8.0). The eluent was concentrated [10,000 mo-
lecular weight cutoff (MWCO) Amicon Ultra, Millipore] and dialyzed
(10,000 MWCO dialysis cassette, Pierce) into PBS and 0.3 M NaCl and
furthered purified by size exclusion chromatography (Superdex 200, GE
Healthcare) to remove aggregale and contaminants. The final pool was
sterile-filtered and characterized by SDS-polyacrylamide gel electropho-
resis, optical density at 280 nm, endoloxin assay, laser light scattering,
and mass spectrometry.

Generation of anti-TfR and anti-TfR variant antibodies
Variants of anti-TfR* were generated by substituting alanine at key po-

sitions in the complementarity-determining regions. Affinities were -

determined with the xTIR competition enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) thal measured the inhibition of biotinylated anti-TfR"
binding to immobilized muTfR. Variants anti-TfR", anti-TfR", and
anti-TIR" were selected as representative variants that covered a wide
affinity range. All [gGs were expressed with human constant domains
in Chinese hamster ovary cells and purified by conventional means.
The anti-TIR/BACE! bispecific antibody was generated using knabs into
holes technology (14). Each heavy chain (anti TIR" and anti-BACE1) was
expressed with its corresponding light chain in separate Escherichia coli
cultures. Individual half-antibodies were purified and combined, and
the bispecific antibody was purified by conventional means.

Radiolabel studies

A modified Chizzonite radioiodination protocol was used to label anti

bodies with "ZTor ' (2, 15). Male CB-17 wild-type mice were randomized
into two groups. All groups received control (|'**I)control antibody,
5 mCi iv) plus either tracer (1"'1anti-TIR, 5 mCi iv) or tracer + cold
(1"”'Nanti-TfR", 5 mCi + 4 mg/kg iv). After injection, blood and brain
tissues were collected al designated time points. Collected samples were
analyzed for total radioactivity per gram of tissue. Brain tissue radio-
activity was corrected for contribution of blood concentration to counts
(= 6 per group).

Antibody affinity measurements

The anti-TfR competition ELISA was performed in MaxiSorp plates
(Nunc) coated with purified muTfR-His (2.5 pg/ml) in PBS at 4°C over-
night. Plates were washed with PBS and 0.05% Tween 20 and blocked
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with Superblock blocking buffer in PBS (Thermo Scientific). A titration of
anti-TR?, anti-TfR®, anti-T(R®, or anti- TR (0.2 to 4000 nM, 1:3 serial
dilution) was combined with 1 nM biotinylated anti-TfR* and added to
the plate for 1 hour at room temperature. Plates were washed with PBS
and 0.05% Tween 20, and horseradish peroxidase (HRP)-streptavidin
(SouthernBiotech) was added to the plate and incubated for 1 hour at
room temperature. Plates were washed with PBS and 0.05% Tween 20,
and biotinylated anti-TfR* bound to the plate was detected with
3,3,5,5"-tetramethyl benzidine (TMB) substrate (BioFX Laboralories).

Immunohistochemistry

To determine antibody distribution in the brain, we intravenously in-
jected wild-type mice with an indicated antibody (20 mg'kg). After the indi-
cated time, mice were perfused with Dulbecco’s PBS (D-PBS) (Tnvitrogen)
at a rate of 2 ml/min for 8 min, and brains were fixed in 4% para-
formaldehyde for ~18 hours, followed by 30% sucrose for 24 hours.
Floating microtome sagittal sections of hemibrains were blocked in 5%
bovine serum albumin (BSA) and 0.3% Triton X-100 before staining
with primary antibodies overnight in 1% BSA and 0.1% Triton X-100
(rabbit anti-collagen IV, Cosmo Bio Co.; anti-mouse NeuN, Millipore).
Ant-TfR and anti-TIR/BACE! were visualized with Alexa488 anti-human
secondary antibody, whereas collagen [V and NeuN were visualized with
Alexa594 anti-rabbit and anti-mouse secondary antibodies, respectively
(Malecular Probes, Invitrogen). Epifluorescent images of cortical regions
(all images) were obtained with the Zeiss AxioCam 20x/0.50-mm and
40x/0.75-mm aperture objectives and the AxioVision software. Confocal
z-stack images of cortical regions were obtained with the Zeiss LSM-710,
and 3D reconstructions were generated with Imaris.

Measuring antibody concentrations in mouse

brain and serum

The animals’ care was in accordance with instilutional guidelines. Wild-
type fermale C57B/6 mice ages 6 to 8 weeks were used for all studies. Mice
were intravenously injected with anti-TfR variants, control IgG, or anti-
TR/BACE! (20 mg/kg). Total injection volume did not exceed 250 pl,
and antibodies were diluted in D-PBS when necessary (Invitrogen). After
the indicated time, mice were perfused with D-PBS at a rate of 2 ml/min
for 8 min. Brains were extracted, and the cortex and hippocampus were
isolated and homogenized in 1% NP-40 (Calbiochem) in PBS conlain-
ing Complete Mini EDTA-free protease inhibitor cocklail tablets (Roche
Diagnostics). [Tomogenized brain samples were rotated at 4°C for 1 hour
before spinning at 14,000 rpm for 20 min. Supernatant was isolated for
brain antibody measurement. Whole blood was collected before perfu-
sion in serum separator microcontainer tubes (BD Diagnostics), allowed
to clot for at least 30 min, and spun down at 5000g for %0 s. Supernatant
was isolated for antibody measurement in serum.

Antibody concentrations in mouse serum and brain samples were
measured with an ELISA. Nunc 384-well Maxisorp immunoplates
were coated with F(ab’)2 fragment of donkey anti-human IgG, Fc
fragment-specific polyclonal antibody (Jackson ImmunoResearch)
overnight at 4°C. Plates were blocked with PBS and 0.5% BSA for | hour
at 25°C. Each antibody (control IgG, anti-T(R variants, anti-BACE], and
anti-T{R/BACE1 bispecific) was used as an internal standard to quan-
tify respective antibody concentrations. Plates were washed with PBS
and 0.05% Tween 20 with a microplate washer (Bio-Tek Instruments
Inc), and standards and samples diluted in PBS containing (.5% BSA,
035 M NaCl, 025% CHAPS, 5 mM EDTA, 005% Tween 20, and 15
parts per million (ppm) Proclin were added for 2 hours at 25°C. Bound

antibody was detected with HRP-conjugated F(ab’)2 goat anti-human
IgG, Fe-specific polyclonal antibody (Jackson ImmunoResearch) and de-
veloped with TMB (KPL Inc.), and absorbance was measured at 450 nm
on a Multiskan Ascent reader (Thermo Scientific). Concentrations were
determined from the standard curve with a four-parameter nonlinear
regression program. The assay had a lower limit of quantification values
of 3.12 ng/ml in serum and 15.6 ng/g in the brain. Statistical analysis of
differences between experimental groups was performed with two-tailed
unpaired ¢ test.

Cellular Ap,_50 assays

Inhibition of AP,_4 production in HEK293 cells stably expressing
wild-type human APP was assessed with HEK293-APPYT cells and
seeded overnight at a density of 3 x 10" cells per well in a 9%6-well plate.
Fresh media [50 pl of Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) +
10% fetal bovine serum (FBS)] containing an anti-BACEI antibody or a
control [gG1 antibody were added for 24 hours at 37°C and then assayed
for the presence of APy with a AB;_4; homogeneous time-resolved
fluorescence (HTRF) assay (CisBio) according to the manufacturer’s in-
structions. AP, _y values were normalized for cell viability, as determined
with the CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega).
Experiments were performed at least three times, and each point in each
experiment was repeated in duplicate.

Measuring mouse AB,_s in mouse brain and plasma

Mice were intravenously injected with the indicated antibody (25 or
50 mg/kg) for either 24 or 48 hours. Antibody treatment and perfu-
sions were performed in WT mice as stated above. For AB,_y, measure-
ments, hemibrains were homogenized in 5 M guanidine hydrochloride
buffer and samples were rotated for 3 hours at rcom lemperature be-
fore diluting (1:10) in 0.25% casein and 5 mM EDTA (plI1 8.0) in PBS
containing freshly added aprotinin (20 mg/ml) and leupeptin (10 mg/ml).
Diluted homogenates were spun at 14000 rpm for 20 min, and super-
natants were isolated for AB)_s, measurement. For antibody concen-
tration measurements, the corresponding hemibrain from each mouse
was homogenized in 1% NP-40 as stated above. Whole blood was cal-
lected in EDTA microcontainer tubes (BD Diagnostics) before perfusion
and spun at 5000g for 15 min, and supernatant was isolated for mea-
suring plasma mouse AB;_y and anti-TfR/BACEL concentrations. The
concentrations of total mouse Af,_j, in plasma and brain were deter-
mined with a sandwich ELISA following similar procedures described
above. Rabbit polydonal antibody specific for the C terminus of Afl;_s,
{Millipore) was coated onto plates, and biotinylated anti-mouse AP
monoclonal antibody M3.2 (Covance) was used for detection. The assay
had lower limit of quantification valies of 1.96 pg/ml in plasma and
39.1 pg/g in the brain. Statistical analysis of differences between exper-
imental groups was performed with two-tailed unpaired ¢ test.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

www sciencetranslationalmedicine.org/cgi/content/full/3/84/84ra44/DC1

Fig. S1. Lower-affinity anti-TfR antibodies show increased concentrations in the brain after
intravenous injection.

Fig. 52. Enhanced brain uptake and parenchymal distribution of the anti-TFR/BACE 1 bispecific
antibody.

Fig. 53. Increased brain antibody levels of anti-TFR/BACE! compared 1o ant-BACET in a mouse
efficacy study

Fig S4. Ant-TIR antibodies do not reduce AfS levels in vivo.

Movies 51 1o 5. 3D reconstructec confocal z-stack images showing distribution of injected
antibedy (green) with neuronal cell bodies (NeuN. red)
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