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ANEXOS

Comprobantes de pago de la tasa de presentacién de la solicitud.
Documents que acredits 1a existencia y repressntacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Documento de Representacién Legal

Dogumento de cesidn del inventar al salicitants o & su causants.

Declaraciones

Copia de la solicitud intemacional. {Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la salicitud intemaciona! al castallanc. (Resurnen, descripcion, reivindicaciones)
Copia del reporte praliminar internacional sobre patsntabifidad.

Traduccidn del senotfe preliminar intemacianal sobre patentahilidad.

De ser el caso, copia del contrate de aceaso,

De ser el caso, dogumento que acredite la licencta o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.

De ser el casg, informacién sobre otras solicitudes de patente o tltulos obtenides en & extranjero por el
mismmo titular o sU causente, relasionados parcial o totalmente con 12 invencion de esta soficitud,

D's ser 81 caso, moditicaciones efectuadas a la solicitud intemacional.

{Otros: Repote de Busqueda Internacional. Decumentos Ansxos al Reporte de Blsqueda intemacions|,
Publicacién y Oginidn Escrita,

)
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ANEXO

Fl documente que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogota 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 personeria 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.

e,

IA LLOREDA RICAURTE
T.P. Ne. 53215

3

.t”'}
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TRADUCCION QFICIAL No. 2004-09-02-440
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO
PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacidn de un Poder de Representacion Legal, Documenio escrito en ingles y

en espaniol.

Notarizacion del documento es espariol.

Hay un sello rojo scbre una cinta verde.

tn

APOSTILLA,
(Convencion de La Haya del § de octubre de 1961}
Reino Unido de la Gran Bretana e Irflanda del Nore |

Pais: Reino Unido de la Gran Bretaia e hlanda del Norte

Este documento publico

ha sido firmado por Martin E Buchnear

actuando como Notario POblico
lleva el sellofestampilla de dicho Notario Pablico L . i

CERTIFICADO
en Londres

.
L

JEIR J
:

-n
-

:..'l.ib e
LET S N

-
s

. ..-lI
L

el 26 de agosto de 2&{:-:4;;

por el Secretarioc de Estado Principal de Su Majestad para -Asbintos

Exteriores y del Commonwealth

Numers G489865

Sello/Estampilla
Sello de [a Oficina de Asuntas

Firma: (legible)

M. M?nagh%ﬂm_. GO TOR OFISLAL
WEH CLION 2177

.

VANTTA FReCIBAR HE TAMAYO

T L T R R L

BT - . - welose A
ST w0 Tetinen g

¥ H - B
S0 iy s



Exteriores y del Commonwealth Por ef Secrataria 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
consular de la mision que representa a ese pais. Una apostilla o certificadao de
legalizacion Unicamente confirma que 1a firma, sello o estampilla sobre el
documenty es autentica. No significa que los contenidos del documenta sean
correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los

contenidos.,

Tradugido a mi mejor saber y entender, este dia 2 de septiembre de 2004,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anila Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,
Res, 2177 de 1989, Mihisterio de Jusficia. Replblica de Colombia.

THADUC O UPIC) 4
RASOLUCION 2177

ANTA BROOT AL T TANATLH

Al
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LN Dr: PINNA

Yo, el infrascrito, Martin Emil BUCHNE.R, Notaric Pablico de la Ciudad de
Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitide y
furamentado,

CERTIFICO:

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

QUE el citade Sefior Don Peter John GIDDINGS estd debida ¥
suficientemente autorizade 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 se otorgd dicho Poder se encuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de acuerdo con la Escritura
Constilutiva v los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista,

Y PARA QUE CONSTE donde y como convenga y fuere necesario expido el
presente Certificado que firmo y sello en dicha Ciudad de Londres, el dia de
hoy veintiseis de agosto del afio dos mil cuatro,

Emil BUCHNER
Notario Pitblico de Londres, Inglaterra
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ng* abajo firmados, GLAXO GROUP LIMITED, una
ociedad organizada y existente de conformidad can
as leyes de Inglaterra y Gales.,

con domiciiie en Glaxo Wellcomes House
Betkaley Avenue
Greenford Middlessy JBB (NN
Inglaterra

nombrames por g presente a ALICIA LLOREDA wo
GUSTAVD TAMAYO vio IGNACIO SANTAMARIA
yio ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficings en dicha ciudad, Calle 72 Mo,
5-83, pisc 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
natificacionss y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento af
pardgrafo 1o del articulo 543 del decreto 410 de
1971,

Los doclores ALICIA LLOREDA yio GUSTAVC
TAMAYD vio IGNACIO SANTAMARIA yo ENRIGUE
A VAREZ, 0 los apoderades que cugiguiera de gllos
designe, quedan especigimente facultados para
representarmnos ante |as auloridades colombianas,
adrninistrativas, judiciales p de policls, en todos los
mtrémites relativos a la propiedad industrial, s cuyo

efects les facultamos para dar ante  dichas

. auloridades todes los pasos necesarlos al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos v presentar  desistimientos:  formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de a8
solictudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones,  renunclar tolal o©
parcialmente a los registros, abonar lodos oS
impuestos ¥ cuclas y efeciuar todo oo pego
determinado por la ley, recibir todos los documentos

y wvalores, dando el descargo respective; llenar

cudlesquizra atros requisites y tomar, an fin, lodas

las rmedidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en casc de producirse
oposicién, pasando Ins antecedentas a los tribunales,
guedan facultados para tomar intervencidn como
demandaries o demandados ante los jusces que

zean ppmpetentes, pudiendo trangar, someter a

arbitros, desistir, percibir ¥ apelar, con todas las

demds facultades aue resulten necesarias, y por el

‘ presente declaramos desde ahora valido y bueno

‘ guanto dichos representantes yfo 10s apoderades que

cualquiera de sllos nombre hiciersn en nuestro
beneficio,

Asimismo, facultamas a los doctores ALICIA
LLOREDA wo GUSTAVO TAMAYD yio IGNACID
SANTAMARIA yo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en |a Oficina de Propiedad Industrial 1a
protocolizacidn de este documento ¥y de cualquier
podar que cualquiera de ellas olorgue 2 nombre
Nnuestro.

Dada y frmado

. Authormed Dﬁ' (Twt.
NGTﬂRY EHDULD EKECTU E OTHER SIDE

The undersigned, GLAXQO GROUP LIMITED, a ‘~ I8
corporation prganized and existing under the laws of
England and Wales.

Homiciled &t Glaxo Wellcome House
Barkelay Avenuse
Greenford Middiasex UB6 0NN
Great Britain

hereby  appoint, ALIClA  LLOREDRA  andfor

GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
andior ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombig,
with offices in said town, Calle 72 No. 583, Sixlh
Fioor, our true and legal representatives in Bogoté,
with power o regceive notifications and (o appoit
judicial or extrajudiclal agents, so as to comply with
paragraph 1o, of aricle 543 of decres 410 of 1971,

Dogtors ALICIA LLOREDA andfor GUSTAVO
TAMAYD and/or IGNACIO SANTAMARIA  andior
ENRIGUE ALVAREZ, or the agents by any ons of
thern appointed, ere especially empowsred lo
represent us before the administralive, judicisl or
police authorities of Colombia, In all proceadings
pertalning lo industrial property, for which purpose we
authoriza them to take befora the said aulhorities all
the necessary steps for the said end; to file patitions,
deciarations, claims, recourses and withdrawals, ic
draw up specifications; to file amendments, o limit
the scope of applications, file oppositions; fiie
gancetlations total or parbally waive reglstrations, to
pay all instalimants and effeet alt other payments
prescribed by law; to recelve proper receipts, to
comply with gl olher requiremenls and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the profection of our Interesls; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the sours, we authorlze said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arhitrators, lo desist, to
collecl, to appeal and, in short, with afi such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives andfor ifie agents by any ong of ten
appointed may do for our benefit,

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
andior GUSTAVO TAMAYO andior  IGMNACIO
SANTAMARIA andfor ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attotney by Eﬁy gne nf them conferred in our name,




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
[ndustria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS _
SUPERINTENDENL 1A FATENTEDEINVENCION _ POT X MODELODE UTJH.'.‘-'ADE__ DISENC INDUSTRIAL
[21) N° de soRcitud: {22} Fecha de solicibud: 28/8/08
1) Clasificacion intemacional : COTK 18715
[71)Solicitante{s) GLAXO GROUP LIMITED

[72} Invenlorjes) BURBIDGE, Stsphen, Anthomy; ELLIS, Jonathan, Henry, FORD, Susannah, K.; GERMASCREWSKI, Volker; KUMAR, Umesh:
PHILPOTT, Karen, Loviss; SODEN, Peter, Emest,

(74} Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

120 Frioridad  {31) Mo, Prigrided 3 Fechs {33 Pais
B0/787.508 30-03-06 us
t85) Fecha limite inicio fase nacional; 30-10-08 {87)  Publicacin intemacional
f86) Dratos relativos a la presentacion de la sobcivd PCT Fecha: 41107
Fecha de presentacion de la solicited: 270387 W publicacitn: WO 2007113172 A3
No. de solicited PCT/EP2007/052925

{54] Titulo: *ANTICLERPOS CONTRA EL PEPTIDQ AMILOIDE BETA"




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industriz y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

217 N° de solichud. 1) It O COTK 16718

(22) Fecha de solicitud: ~ 26-08-08 (T)Solicitante(s}  GLAXO GROUP LIWITED

{30} Fricvided  {31) No.Prioridad 370 Fecha (33) Pais

BOf787 588 30-03-06 US |J(72) Inventorfes) BURBIDGE, Stephen,  Anthony, ELLIS,
Jonathan, Henry, FORD, Susannah, K
GERMASCHEWSKI Volker; KUMAR, |Imesh;
PHILPOTT, Karen, Loulse; SODEN, Peter,
Emest.

{74} Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE

{86} Fecha limite inicio fase nacional:  30-10-08 (87)  Puhbiicacion intemacional
f86] Datos relatives a la presentacian de la solicitud PCT Fecha: 118 0F07
Facha de presentacidn de la solicitud: 27103407 M* publicagidn: WO 2007113172 Al

Mo, de solicitud PCT/EP2007/052028

{54) Titule: "ANTICUERPOS CONTRA EL PEPTIDO AMILOIDE BETA"

Resumen - Reivindicacidhi{es):
Reivindicacion nimerg 1:

Un anticuerpy {erapéulico que es un anticusrpo o fragmenle de union a antigeno yio derivado del mismo que se une al péplido T
amiloide y que comprande las siquientes COR:

CORH1: DNGMA (SEC ID N 1)

CORAZ: FISNLAYSIDYADTVTG (SEC ID N 2)

CORH3I: GTWFAY (SEC I N™ 3)

denlro de una region variable dé cadena pesada humana procedante de la familia génica VH3 y;

CORLY RYSQSLLHSNGYTYLH [SEC 1D N 4)

CORL2: KYSNRFS (SEC ID N*: 5)

CORLY: SQTRHVPYT (SEC ID N* 8)

dentro de una regidn varfatle de cadena ligera humana procedente de la secuencia de aminodcidos descrita en GenPept con la
entrada CAAST135 (SEC ID Ne: 24)

é




PATENT COOPERATION TREATY

From the [NTERMATICOMAL SEARCHING ALUTHOAITY

T

SLEXS DA[ZTHELENE
RELD. Jil! Barbara

Coapntace Incellectual Droperly

Valenk e,

PCT

MOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE (NTERNA TIOMAL SEARCH REPORT AN
THE WRINTEN OPIMITN OF THE INTERNATICN AL
SEARCHING AUTHORITY, QR THE DECLARATION

LOMAES .13
450 JEeat West Road GiEKOSITI hK“nﬂ
el v Corporgte IP
Hicdlesey WS vGE Received BRENTFORD .
SEANDE RRETAGNE ; {PLT Fﬁﬁ‘»#m
z SEP p o malir.g
| [oovimonthyeat  34./09/2007
Apalicant's of agenl's fik reterenosg LN T YO asfaler
JBV/PEE1527 ey [on | uPoa} EOBARURTHER ACTION e paragraphs 1 and 4 below
Inlernational application N, [AFTY ReAEDTRTE A E] fiernatianal ling date
{adponihdear)

POT/ERP2207/052028

271/03,/2007

Apohgant

HLAKO GROUP LIMITED

Filing of amend meniy and atatement undar Arficle 18:

When? Tha Hme smitlor iling such amendments is narn
Inlernatanal Search Raporl.

Whare? Cerecily W he Inteinaloral Gurgau af WIPO, 34
1211 Gengwea 20, Swiizerland, Fasginrle Me.: [d

2 [

T applicant is heréby notified that no inteémaional seargh

O

4. Remindars

belcts the complatiar. of the techrical greparationg fer internahon

Imternaticnal Burean. Tha Inlarnalicnal Bureay will 2and & cegy al

In rggpect of piher designanzd Oftices, the hmg dimyt af 30 months
marhs.

Sed e annex 10 Form POTARMAO and, 17 detais abeut the appl
Geuog, Welume 1, Mational Chagbars and e WIPQ Intesnal she,

1. E[ Tre applicant is besaby notified that the infermatkgnal search report and the wniban JpNN o1 ha (Rsrnattial Sagroiing
Authonity have baen astabllshed and aa transmited hetgwth.

The ppptigard i3 antileg, if ne ¢4 wishes. 10 amend the clams of e intemational Applicaton {saa Aulg 446}

131y bwo mpnths dram e dete of iransmitkal of the

¢harin des Cavmbettes
1-22) 3358270

For mote dstailed insbructions, 366 the nofes on the Sccompanying gheet

report wil s gsiablished and mat e declarabon undear

Arficla 17(2Ha) 12 hat effest and 1ha weitten apinicn of the 'nisrnational Seargmng Autholty gre transmhied harawith.
3. D With regard to the protesl against paymant ot (an) adalional leedg) undar Buke 4.2, the applicant is nebiled thai:

the protest agether with e BECISON tharaen has besn tansmitad o the [memalonal Burgau fopethar with the
SEElCants reuEst b domard the tels of ot the pealest and the decision jheracn 1o the gasignatsed DMlces,

[} nodecieion has been mada yat on the probest; the appicant il b nOtified 25 SCON &3 8 decisicn |s riane.

Shartly atter e explrafion of 18 menths 1rom tha prionty date, the inte:national applicaticn wil be published by
Ineralional Buraau. If the appicant wishes ka aviid or pastoong publicatian, a nollee of withdrawal of the niermalional
application. ar of the priarite Clain, mMust reach ha ntematisnal Bureau as previded mn Fules 9001 ano J0bied, rEspeduvsly,

al publication.

The applicant may SUEe Soma-enis o7 an InkKema) bas s on foe WIHEn opinion gf the Inkgmalional Searching Alhority 12 the

such Sgemmants 1 all desgnetad OHees unless an

inbernatanal preliminary axaminatlion repert nas been or is 1o b2 estab!ishgd. These COMMENtE wolkd also be mace available o
the pakdc but not batorg the expirabon of 30 months irgm the prioby daty.

Within 19 months Kom the pricnity date, bul only In regpact of some cesgnaled Offices. @ GaMand 1or Intemational preliminary
examination rmuet be fled it the applicant wishes 15 posipane e antiy Inkg thy natienal phase untl 30 months from the priarity
date (in zoma CHcEs even laier]; olherwise, the applicant must, within 20 months fom the pritdty dala, pariomm 1he preccribed
acts ter anly int the natichal phasa batore Ihase deslonaled QFficas.

por kater) will agply sven il ng demand 15 lilsd within 19

iable Ume timite, Of:08 by Oflica, s8a the PCT APDhcan!'s

Mame and mailing adoress of tha Internatllonal Searching authority

o European Paent Qmce, PA. 5810 Falentisan 2
ML= 2280 HY Fijsw|k
O} Ta 91700 3402040, Tx. 31 E51 8pa n,

Fanc: [+51-70] 330-30 16

Authotizad afloar

Marc Pearers

Foom POTASAR2 (O lobar 2008

{Se0 Notes Ot ECenmEnyng sheath

1\

iy



AN E

NOTES TO FORM PCTAS A/220

Thege Moks @8 inkended to give the bass mgtructions corcarmung the g of amendments under articky 19. The
Metes are based on ke requremenis of Ibe Palsnd Gocperaben Treaty, the Fegulaions and e Adminigtrative Ingtuctions
undes that Treaty [ cage of discrepancy hetwsen thesa Molaz and those requirements, the lanar are applicable. For man
detailad .niermation, see alse the PCT Aopheant's Guide, a publizaben of WP,

o7 these Motes, "alcla®, “Rule’, and "Secioa” reler tgtha Lrovigcns of the POT. the PCT Reguiations and ke FOT
Adminstrative [astructiong, reapestively.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENOMENTS UMDER ARTICLE 14

Thi appl.cant has, aler having regawed e nernational search raport and the wiiten opnisn o tha International
Saarching ALNenly, ona opodtunity 1o amend e caims of the imernational appication. [ sheuld however be amphaszed
*hirl, since all parls of the inkernalienal application. [clalmsdescriaton and drawings) may be amended during the
imernational preliminary axamination proceaurs, thera is uslaly No need bo file ameandmants of the claims ynder Aricle 12
axcepl where, e, the appl:ant wants the lEHer o ba publisked tor the furacses of provisicaal pROtEClon & nas ancther
reagon 100 amanding “he clams bylome intamational publication. Farlharmers, it shald be emphagized hat provigona!
proteshion is availabla In some States only (890 POT Appicant s Guied, Vollme 1A, Annexas B and B2

Thie atbarition ot tha appligant is drawn 0 the fac that aenendmants te e claims under Aticls 12 ara nan allowed whetes
sher Intgrnalbioral Searching Authority has dectaree, onder Aricls 17[2), that ng inkernabonsl search raport wauld B
pstablishad (gae FET dgplicant's Foigd, Voluma |04, paragraph 236).

What parls ol the international epplication may be amended?

Lnder Anicte 19, oaly e clams may be amardad,

Puring e infemafional phass, the clalms may alse e amensed (or further emended) under Article 34 befees the
Intgrnanianal Prahm.nary Examining Authonty, The daser pion and dramings may Nl We areended unders

&rticle 34 belorg the INEMAatony Examinuig Suicrivy,

Upen gntry INto the national phasa, all parts of he inlernailanal applicalion may ba amended undes Arlce 26 ar,
wherg applicahla, Arficka 41

When? Wiiin 2 manths fram the daba of ransmattal of the internatlenal sgarch repart &r 16 MOOINE e the prigrity dals,
whighewar img hmit expires ke 1 should be nased, hewever, that ihe amendments will b consideed as having
heen reazivad an ims Il ey ars recaivad Ly the Intecralional Bureay ater 1he gxgiralion of the appilcakle me
lmit by betere tha cammpietion ol tha technical preparations 't Inkemational publicatien (Aule 46.1).

Where not to file the amendim enta?

Tho amenoments may anky ba ligd with tha Inlamancnal Buragy and nag with the receiving Office o ha
IMzrnalional Searching Aulhernby (Aule 46.2).

Where & demand for INternationgl reliminary examinabiat has beents lied, see below.

How? Eitner by saneeling ¢ne or morg enting claims, by adding ene or mong few claims or by amanging the text of ol
o more ol he claims a3 fic.

& Teplacement shael must be submillsd 107 2ach Shegt of NS claime which, on account ol an amasdment o
amendments, dfars rom he sheet originally fled.

AN tha claime appearng on a reglacement shaet must b numperad in Araplc Aumerals, Whata a clalm is
cancallad, ne renumBbering of he sther Claims |5 requined. 10 a8k cases wher Gems are renymbared, hey must be
ranumbarad cansecutively (Seclun 208(E)].

The amendmens muet be made in the lenguage in which the Inlernational application is ko ba published.

What documants mustimay ascempany the amenameants 7
Lelter [ Secthen 203(b0)):
T amendments must ba submitted with a letter.

The leter will net ba puolished with the inkarmalional apphication and the amendad clalms. It should rof be
canfysed with the "Statemem under Aricle 19(1)" [see below, undar *Siatament urdsr Adticla 1917,

The Jetter must be in English or French, at the cholce of the applicant. Howevar, if the language of the

intermational application is Engtsh, the letler must be In English; if the language of the Intetnationa| applicothan

it French, the letlar musl be in French.

tegies b Foim POTASAED0 (first sheet) (Oolober Z005]

AL,




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REFORT

[FCT Article 18 and Rules 43 and 447

Applicant's or agent's tilé reterenca FOR FURTHER sea Form WQT:'IS.&«"._EE{J
JBV/PBG1027 ACTION a3 wel 28, where appiicabla, tem 5 below.
Intarnalignal applleation o, Inhernatianal king dale foapmantttear) (Earligst] Prizrity Thle dapmanttyear
POT/ER2LOT/ 052608 2770372007 30/03/2008
&pphcam

GLAXKG GROUF LIMITED

This migrnabanal SHch report has bean arapared by thia [mematkonal Sesarching Authority 2rd is ansmited 12 the applicam
accarding b Anicle 1B, & copy s being Sransmited o the mrermatoaal Buraay.

This Inte:nafional Lar:k raport consiss of a 1oal of L — Sheats.
iz al%o accamparled by a topy al each prar art dzcument cled in 2 repo.

1, Baals of the rapdt
F, WWith regard to the denguage, the witernatipns) sparch was carmisd Gut on the basls of!
the inbarmatcnal spplcatian infne ‘snguage in which it was filed

D f ranslation ol the ntermational applleation inta — — . which i% i language
of & ranstatian Turnished dor the purpases of ineenalonal seargh (RUIES 12.24a) and 23.1(b]}

h. With résgarnd 1o any nuciectide andiar aming acid sequanca pisclesed in the International applicaion, see B Mo, |,
=8 Certain claims wera foutd Unsearcheble (See Box Mo 1)
3. |____] Unity of inventlon |2 lacking [Sae Box t4a Hl

4, With regard ko 1he glils,
l:| 1ne ext is approved a5 sUbmiked by the spphicam
@ thee text has bean aztablished oy this suthornty 10 raad as 10lkpwrs:
RHTIBODYES AGRINST AMYLOID-BETA PEPTIDE

g, With regard 13 1ha mbatract,
[K] e teut s approved as submited by fhe appicant

|':_'] 118 lext has baon astabhshed, acooiding o Pule 38.2(B), by this Aulhorlty 23 il Bppears in Box Me. IV, The Ppilcant
miay, whhin o month ram he sate ol malung o s IrEcational seargh (eporl, Submit comenan ke 10 thig Authariby

. wilh regard e iha drawings,
a. b hgure of the drawings to be publiehad with the abetract is Figura Mo,
|:| as sugoesied by tha agplicant
U a5 salectad by s Authority, bacauss the appilcant failed o suppest a ligure
D as selicted by tls Authority, because this figure better characterizes the invantion
b, E nong of the figures is i be published with tha absivact

Farm PCTASA21 0 {firsl sheet) (Apil 2005)
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Imternaticnal app:lcatlon .

INTERNATIONAL SEARCH REPORT BCT/EP200T /052528

Box No. | Huclaatide and/or aming acid sequance{s) {Contiruation of [tem 1.b of the first sheet)

Wain regand 11 any nuclentide andfor amine aciz seoquence disoiesad in the intermabenal applleadon and neCBsEany to the o gimecd
inventlcn, tne Inkermational search was garried out on the hasis of:

a.  brpe ol material

a =oquenca listing

D tanieis) related 1o the sacuence Ising

b, farmal of mataial

on padar
I glaciranic ferm

7. fime af filingAurmzhag
contained in the inlerational applicarien as filed
filad together with the internakanal applicallen in electronic farm
lurnished subsequendly to this Authority far the purpase of saarch
D In addilar, 10 the cate that moca 1han one verslon of copy o & sagquence lsting andler ka%le ralating harakl has been llsd

ar durniched, the reguiced Stata Suents fhat tha information in he cubsequent of addilionsl capias i Identical te hatin the
application a5 filed er does natga beyond tha apphealion as ikkd. as appropnale, wire furtithed.

Addifignal eommenis:

Farm PCTASAR1] (Sontinuation of licst sheat 1)) (ADrE 2005)
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« CLASSIFICATION OF SUBJEG T MATTER

TR Te B R 1R 25/28

A61K39/395

Agording L lnernagional Fanl Classificallan (IPCY e 1o boih netionel classdkcarinn aad [P

B. FIELDS SEARZHED

COTE  ABLE  AGLK

bnimur documantaioe sasrdneg (clasmiization System allowad by dagsibcallon symibiils)

Lizcumanial s saarciadelher e minimorn (ocaimeatg s 1 1he exlenl 1hal such decarmsars ere nclwded i lhe Le ks scarched

EFO-Internal, WPI Data

Elgstrone: cata base consullad cueng the inlaralicnal Search (haime of fata base and. whir practical sodarh larms v3sd)

L, COCUMENTS CONSIDERED TO PE RELEVANT

Cealegary” | Cilatien of thacirmard, salh nxdcalvn shere approprisla. of e relvanl passages

Furfevan 10 claim Mo

| table 18
axampiles 1-17

[US1) 22 April 2004 {2004-04-22)
paragraph [0088]

table 2

examples 1-B

¥ WO 20047032868 A (RINAT NEUROSCIENCE CORP
[US]; ROSENTHAL ARNON [US]; LEVKOWITZ GIL

A WO 2004/02041% A {NEURALAB LTD; WYETH CORF 1-20
[US]: BASI GURIG [US]; SALDANHA JOSE W :
[GB]:) 2% September 2004 {2004-09-23)

1Z-14,
17-1%

15

E Fumher docurmiene ara lisiad in e conlmmsiden ot Be G,

Sera patent larnlby ANNRE:,

* Speca calogonas of aled oo mens .

A" docurmend daliming Iha dpeiiral stale ot fhe am which @5 not
consichariid 1o ke of pomlknlar e avancr

FER ekt dovuireand Bt pilkElac onar allar iy inleemalsxnal
lilingg chali:

*I.* ddozumens which mey [E0W doubls an prieely <lakals] of
which 15 cilad 10 eHabish e publicarkon dale of angihar
ciladipn or gty specAl wasen (as speciiedt

=50 dlocumenl redGrming o An erl disciesune, pse  echibilon o
nifEr Means

P gocumant puldishad prios ke jhe .niernatianal 1ing date byt
talar inan 1he prorily dals clalmed

" later gocunsen pebliehad atar ihe internallonat liling il
Gr ety dele erd Jol in conlkcl wikh tha apglizakion ol
il 10 undarsiand e prnclpla or Ihaony arichzrlying e
ervenlisn

s docnment of patloular releyance: 1he clalimad indenlion
LEMN| b con Sdared novil ar canrol be consigenrd 19
Invalve an inw v SIep whpn e JoCcumerl & 18RAN dkand

e lpcumienl of paricnlar rleyance: 1ha clained imvenlon
Ennat b consitkarad 10 ealye an oeenlive Wep wran (ha
documeal = < 1ad wilh one of e alher suzh G-
e mE. Euuh Gormbmaclon bamg olwigns 1 a persen skild
Intha a-t.

"3 documant riembar o tha syna: palenl femily

Tl i fhe aclual comgietion of |ha inlarnalwnal Gt

3 July 2007

Nate of malling <1 1ha ntemelional soak0 repad
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Categrury® | Cilane of dnciwmenl. wishivdicaion, where appropriate, ol the siléavint passages
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Reievanl 1o clalm wo.

¥ MORGAN. A ET AL: "THE N-TERMINAL END OF
THE CHZ DOMAIN OF CHIMERIC HUMAN IGG1
ANTI-HLA-DR I35 NECESSARY FOR 14,
FCGAMMARL AND FCGAMMARIIT BINDING”

GEB,

vol. 86, no. 2, October 1995 (1995-107,
pages 319-324, XPQ01106377

ISEN: Q019-280%

abstract

IMMUNOLOGY . BLACKWELL PUBLISHING, GXFORD,
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2007/062528

Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of firat sheet)

This intesnational Saarch Rapon has ol bean agtablishad in respact of carlain claims wrder Artizle 17(24a) o4 tha [ollow:ng reassna:

1. Dﬂ Clanms Mos.: with res ect to a method of treatment)
PECauge 1.hE',' ralate 1o Suhject aktar rint rEIQI_I ed \; be sear-:ha-d b[.l' I?'||S AUII‘ID[H':,!’ I'IB'I'I'IE'|'~_!

Although claim 18 fs directed to a method of treatment of the human/animal

body, the search has been carried out and based on the alleged effects of the
compound/camposition.

g L, Claims Mag.:

aecause they relate tg pans of the Intemational Apphoabon bzt da rat comply wath e prascribad tequiraments e such
anax:ant that no meaningful Internatlonat Search can be carried aut, spacilically:

Jd. |:| Claima Mas..
because they are dependent clalms and are not drated in aceardance wih the second and third sertances of Aule &.4(a].,

Box [B Cbaarvations whera unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet)

Thas Inlarnational Saarching Autheity ‘ound moltipl invanliens in is mamational applicatan, ag 1c1aws:

1. As Bll eequired additionsl search lags were timely paid by the applicant, this Intemaional Search Rapen cavers ail
searchable daims.

i i &8 all saan:habla claits could ba searhed wiikout alort |ustitying an add ticnal kea, this Authority did net invita paymen
af any ackliticnal lee.

[ph)

(%)

. E Az only saome of the required addltona: gearch fes were imely pald by e appllcant, this nlsmatiosal Gearcn Report
COVers oniy 1hese claems or which ez were paid, specliically clamg Nos.:

4. |:| Mo required additional saarch ees were tmely pad by the applicant, Consaguantly, s Inernatianal Seanch Repon 12
resngied i the inventlon first mentlened Inthe claims; il is caversd by claims M5,

Remark on Protest |:| The addltional spaich tess were accompanlad by 1re applicant’s probasl.

Mo protest scgompanlad fhe gayman: af addiicnal seanch fees.

Form PSTASA B jeaatinuation of firs! sheet (23] {Janwary 2004)



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Injgrmalion on pelenl 1omily members

Internatkan s appileatan Ho

PCT/EP2007/052928
Fatent documem Punhcatian Patent iamity r PLtlicinn
ciad In sgarch rdpart datg member! &y dats

WO 2004080419 A 23-09-2004  CA 2518275 Al ' 23-09-2004
EF 1613347 Az 11-01-2006
W0 2004032868 A 22-04-z004 AU 2003279216 Al 04-05-2004
BR 09316157 A 09-08-2005
CA 25015945 Al 22=04--2004
LF 1633786 AZ 15-03-2006
JF 2008519762 T 31-08-2005
KR 20050071564 A 07=07-2008
MY PAQBOD3621 A 19-10~-2005

Fam F2TaSes2 10 palent landy anrae s idper 2]

-



ERF o WY (3

fenacereda e 1905 @6 M4 324

XP-061106372

= IR

i P ﬂ 4 5:::-_ i
31 22 C |
} F 1}__ - {{__________|

The N-terminal end of the Cy2 domain of chimeric human IgGt anti-HLA-DR
is necessary for Clg, FoyRI and RFepRIII binding

A. MORGAN, M. . [ONES, A, M, NESBITT, L. CHAPLIN, M. W, BODMER & 1. 5. EMTAGE
Celfrecl Thorepeution, Slengl

SUMMARY

We hwve Tound that aming aedd residues neceszary [or 01y and TepR binding of human 1g9G Y ace
foented i bRe MN-lormindl regiso of the Cp 2 demain. residues 131238, using & matehed ser of
cngincered antibodies bosed on e anli-HLA-DR amibod y L243. Changing the beucine 235 in the
€yl region of [pG3 and 0G4 1o glutaoe ucid wis alrendy known io abalish FeyRI binding. We
huve canBrmed thiz for |0 and alsa faund a coneamitant abelilion ofhuman complement lysis
with retention of FoyRIT L mediated Yunetion. Changing 1he giveine af 237 oo wlenine of iz alie
sbelished FeyRl binding and reduced human complement |ysis and FeyRIU-mediaed function.
Exchanging the whale ropion 233-236 wilh the seoucnee Found in bwman 18052, sbulished FoRI
binding and Yhuman camplement bysis and reduced TeyBRII- mediated Function of 1gGl. In
coutrast, u change in lhe previowsly deseribed Clg-binding mctil, [ram Tysine al 3240 10 wlaning,

B e ofTagg o Teld {-medinred complement 1vEis,

INTRODUCTICN

The gerema | isatype ol Reanes 16, Bhe 155, bnds Lo FipR)
and, when complezed with il €opnAlE ontigen, delivaies
complenent and Biads 1o FopRI wd Fop R, Conversely.
siosen LS 2 amd LpGod e velatively mactive isotypes; Both Tail
Lo pctivste the cissica] compienent pathway uad 1504 binde 1o
FepRE {revicwar 1a ref3 1 and 33

Lacalization of aming weid residoes of [pG that interact
wilh FoyR) in the 2 demain 80 henen Ll s owell
eslablished, ** Aming wcil sequencs compatisons af the Oy
docaains al awibedies Trom diferert species mnd subelagses
Uhat Bind well e FoyRl supgested thay woregian ot the M-
pernined Bl of Qg2 cotmpising resilucs LeuZ 54 - Sar23T fusing
thee 1 lza1 By numbering syst.cu'l]r' i£ crilical Mor intarnstiog wikl
Fopltl, The motil Lre2dd, Leu2ds, Olydde, G237, ProliB,
Gee23, i present ool 1gG o ssolypes with high iy for
Fepfl® Dionwin sxchinges herwean immumoalobilias with
dillezent Fe elfecior fooclions huve dohensitazd Ihe npor-
Lunge of (242 Tor FeyRI binding’ ™" in particular Uhe residue
235, Replecenent of tha Lew resigue st pogilion 235 wilh a Glu
rosidue rognees the afbnily of [g35 for FoyRE by I00-falit,*

Wereiverd 24 Movereher 1904 cevisad 1 Morch 1995, acvepled B June
19935,

Abbresiaton: ADCT, anlibody-depeedenl oellmedialed Lyio-
roacity; L, ol ef the Nkl compenent af e camplement casgads:
Clae2, constye damafn lwu of the Tg0F henvy chain FoyR, roctprars for
the Fo parion of hurman 1pG; [5G, insnunaglobulin gmn,

Carreypondiieee: DA flegn, bafeodo and 1einiy Roseanh
Groep, King's College London, Campden Hill fod, London W
TAH. UK.

i 1995 Blackwelk Seience Lol

1IRESTEA, 1 o=

The gume Leu2ds w Glu change. when pecleriied on an TpGd
varignd of OETIN wbalished s FepRl bnding snd, conse-
guently, its mitogenic propecies,

Although the sequence requirements for FepRLT hinding
have bern 'oss culensivoly studied. Sarmay of o™ have
ilenrified the $132 domain residues 234-237 ue jimpotant For
g3 hinding 1o alt inree F veceptors, The cclitive imperfdngs
of apch reeidue diflas with ench Fo receptor, with 235 and 237
being most important for FerRIL-mediated cell kiling,

lw contrasl, another Fo-medialed funation, Clq binding
imel snbseguest complemant ackivalion, ﬂppmrs to requite L
enrboryl terminal hadf of the Cy2 domain. U Tup e o M2
following sequsnee analysis of pelymorphisms in the Cxd
dornain of humuan g0, ulso identified the waponance of the C
wermiaal region of €3,2. With a Pro 1o Sorchange at 331 in igGI.
they abolished complement lysis and reduced Clg binding. '
Using inter- and intradomein switch vatians af CAMPATH-1,
CHeeroeod of @ft Farther epdorsed the iomporiesce of Lthe C.
teominal end of O Cvmplomment s coudd be restossd Lo
humuop G with just the curbexyl wrminal of Cu2 from
residue 292 of 1gG1 and net the M-wenminal Twlf o oy oiler
domain, Duavan & Winter'® jdentified o watil in Cy2 of
Glo3lf, Lys320 and Lysd22 of Lhe mouse |a02b isolype,
Chignging nny af these residues abolished €19 hinding, &3 did
the wse of compylitive peptides of scquences i this region.
Hawever, the Cly malit residues are alse Nound in watibodies
thise e ot fix omplement, supgesting that [hese residues mey
well be necessucy bt not sulfcient for complement activatian,

1nt Ui s per wee desoribe CRPSrimEDLs USNg 1 wmatched st of
engineered aulibedies Based on the anti-HLA.DR antibady
L3d3. " Amino aeid residues necessery Tac ©14. Fepill and

e
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aan

ey hindiong ot Ry LeCil map oo e B termyinal e of
e O o, Clamging the Lew2 33 1o Gl allizhed ForR
Bievding wnel, wnespeetedly, also alalished s samalemeat
lyais, FepRlil-modined [unclivn wos relsioed, Tnocontrsst, o
chiloge in tae previcusly deseribed Cly binding molif," from
Lys o Alw ac J20, Mad oo efeer vn compiasonl bess or Cig
Linting. Gy lo Al ay 237 sholished FerRI Bbng and
reduczd cumplement lysis wnd FepR 1 anecinte,] fQmetion,
FstManging he whale lower fings rpmion will Lhe s uense
feng o nusion 1aG? ferher conliomed the imparanee ot his
segueney i JpGl in thay Fox R Wading and complemens ysis
wite phaolished avd FepRIN-medinied Mmclinn wig reduced,

MATERTALS AND METHOQLS

Coveareeeri cred preaze tie o reihes e pdiedy Feoengineered
wsttibaedivs

cOMA lar the watiable regions of L243 (merine 1aiizy anb-
Hl4 DR heavy and light ehains were synthesized wing
revirse irmscripluss jo produce single-sirnded cONA copies
of the wmaKEMNA  present Gn be toial BHNA, bollowed by
perlpierss alwin repetion (PURY gon the c1TINA with specihe
aligonucleotide  primers. The  combinntions ol priuses
sraployed cnabled e PCR products for ¥Yh and ¥iow be
clomed directly inkg the uppropriobe @toressidn veclor 10
privduce chimenc (mousc-humang heavy (Figo oy and Aghe
(Fig. 1y chaing dand For these gonos ra be expressed in

tat Eoedll  BamH)
! >
N
Apal
Hireda- ;J
heshw-MIE
Narl
N}
ol G
i polyd + tarminaisr

SvelE

Figwre |, Expressian vectors. PCR produsts weve clongd edhieetly inla
CXpression veelors 1 produce hirerie fu) hewwy snd [BY light srain

cAPfedaicn i mamedinn cells,

[ il -

A Mapwan ot al,

Talfe Lo Humi isolyp: anatinis

Clene Tesicile From T ST

0. 13 L E Gi[LaizE]
31 i L A [Ty LITSA]

il 257 0 A GlGIvAl
Gl ] ¥ i G II0A)
Crd h L E G| LAXAE]

il 23123 APELLGOF  AP-TVAGE  GGil-hinge

munwnalian gells yo produce emeric untibodies af 1the desired
isotype 1801 [5G and fg€34. %8 PCR mutazenens way used (o
aficoy aming noid changes (Tabie 1) 00 mvake huoan isatype
mutanls, Ancibody far afotogical evalraian wat producsd by
trngent cipression of the appropriale heavy and Yght chain
pairs after codmnsfection ime Chinese hamster avary (CHO)
cells weing ciloiven poos;hale pl'[:q:'i|.11'talil::|nl‘|.IT Anibody wag
purified Mrom 1he teswbiing cubture mediwm by vatch elurion
Trom preatein A-Sephurose CL4D (Pharmacia Riotech. Miltan
Keynes. UK using » madification of Calcher er al™ After
dialysis inlo WPMI-1640 {Gibco BRL, Paisloy. UKD the
antidadics were quantificd by cnzyme-linked immwnosorbiny
assuy (ELISAG apuingt in-house aniibody standads,

Antipen-feding patency ar asiadter

T cigro nsteabe dhir the antipen-bipding potency of the antibad y
wis unilfecicd by the changes made in the Fu, a Nuorescence-
activaled coll serter (RACS)-based competilion binding assy
wiLs onEILod wsing salutating levels of FITC {Sigma, Foole,
UEwlabelled wurine L2343 and & B-lymphablasteid cell Yine
{17) bearing high levels of HLA-DR. All dilutions, mnpipula-
lions ud MCubations were done on o in phosphate-bultered
saline (PBS; Gibco} contaiming I 1% sediven azide (I, TR
i 5% Getal calf gerue: (FOS; Sigma), None of the ehanges in
e Ko peruon of the meleeule alfocted antigen-kinding abilicy
{rapreseaaiivs cesofts stoeset i Sig 20

Apgessmont af Fop R binding

FryR1 hinding was measwied Tused on the abiliy of the
engiacered antbmlies 0 campeie for binding with FITC-
labelled murine JpGE te inteeferan-y (JFN-pl-atimulased U937
celis uecording Lo oublished metbodls ?

Frp RFIT hingling mennred by atibidv-rlepentiemt pel-rmeefidiod
evrnfuxieity fADCC)

Frash human peripherd] Bond mononuclear offector oy
(EEMC] wore pregeriod By donsiey pradiens cenrifugatinn for
eakh caperiment. PBMO were adjusicel to | x 107 cellsfml n
REMI- 1640 pad 0% FCE in owhich all msnipulations.
Jilutions and iocobutions were dene. JY tolls were labellsdd
with L ¥'Cr (Amersiem 1nL, Amershady, K} for 1hroal
reom Wemperalare, wished and resuspended a1 2 % 10%m).
Serial anlibody dilusions were prepared in 25 ul. Contrel wells
to estgbhish the sponidngous and maximuwm release of gl
wete alse st up. Tarpel *'Cr-lnbelled JY cells in (D1 and
slTecror eolls fn 23l were agded ol wells for 4ar ut 37°
alear which [0 pl of EDTA saline sl 4" way idded 10 siop
any Ariher cell kilRug. Microolirg plaies s corrifugsd ar
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Fianpe 2, Antigen-nindinyg potency of nnlibodics. A fxed wmeat of
FITE [(Sigmielabe el muddae LAY 0] pptml) apd ipcresing amoehls
of oopineered anlibodies wrere noubated with o B-Tymploblyzoeid
vell line (1YY Laaveing high ievels of HLA-DR Medinn Toorssgeee
intenaity (WAFIy was measured psing o FACS ind plntted agaissg 1Te
caneenlrarian al’ capirssred antibody.

e and 100 suocrcalam was removed and counted jnoa
pmTa-tounler. Percenti gt coll lysis was cileulded by subrct-
e dhe bagkpround from <1 valees, They were then expressed ag i
perceitsge al the adjusisd maximum relenss, The ADCC assay
petfarmed i L wiy eoepsures predomivantly paiurdh kille
[NK) ced-medinted FoyRIM-dependant cedt killing,'"

Carplenenr Tvsas

Freshly Tsalated hamdn sepum wid djed &8 & soweee of
complamen| and lylic albiliy was meatired asing ™ Ce-babe e
2 celiz andl sipndard :tchniqucs.:n

Direet pinefieng uf Cly

IY ceils were conted with a satwraling level of snlibody.
Rinding of FITC-labelled hesmen Clg (Sigmal wias then
reyenlad by FACE nalysiz acoording Lo pubhished e Lhods

RESLILTS

Aming acid regidues necessary Tor FoyRI binding

€ hanpes il the M-torminal reglon of the Cgd domein of (g0l
il profound effetts on bindog (2 FoyRl (Fig. 3. As
oxpreted. wii-lype 1EGT bound well 1o FoyRT, Tyl abon
10 limes ess well and [gGE did nob bind at all, We luwe
confirned that the Lewdds w Glu changs in umin ipdd
abo'isberd ity fow FeyRT bindrg and thal the same change in
[g3] completcly abolished FoyR{ binding. Ala 11235 reduced
fhy about [B-Fol]] bnt did net ablate FeyRD binding.
Changing Giy237 o Ala of 1gGl also abolished FeyRl, as
dicd exchanging the whals cagion 233136 with the stynencs
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Flpare 3. Assssmet of FopRE pinding, A fised dmouny ol FETC
[Higmty-lanetled murine |G (Fpgfol) and inercasing amauats of
enpinteped i tbodies wase incuhated wilh |FM-p stimadintzog U7 eells
beuting Ligh levels of FoyRE MET wms peadured usiog & FACS snd
prerenLags imnibition ¢F (e 1a0 20 -alone MET vilag win cakteylaned dnd
ot apaii (e Sontenccitian oF da8iyeesed sedbody.

found v haman 1eG2, The G 1K 3I204) chanpe iuud Tuey gbfizal on
Fepll binding.

Anling ackd residues hecessiry for FepR [T1-medlated
eytotoxiclny

Mot ]l (he changes crade in e M-tecovion! region of the O)2-

domajn, residues 233 237, alfevied FoyRILl-medinled Mociian
(Fig 4 and Table 70 L343 ig3? was unrhlc to medise
pericheral blood moponaclear geil cylotoxicity (A DCC) al

Tabibe L. Surnenary o L1143 isotype sores

Lind Gl Ricrt Comphaaesen ]
2 =19 ERiTval] = 201

Lot ] -1 10000 ex 200
Ci4|L23%E] Ll > 10ngad 3000

Gk a-1% 5 0 bphs
GUIGELL =i} S A 20
GljLI3aE] =10 dia =200
CIEL23IA] 10 ex @ = 1pi
CHC2ITA] > 10 1008 ex 20{20
GITE3I20A] - (14 06110

= Anlibedy [ugiml) recessary for 0% inwitiden of binding of
FIT belled manse TpG 2y antibody ta U937 s,

¥ Antibady o) peeessary bor nalf m eioal celt kil lng in ATHCE

1 antinedy [rafm nockssaey Mar balf masinal el kiblimg by Tuknin
vaunnlenens ind perceniags plaeoy cell kifing.
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Figure 4, Foy [0 binding mewsared by A RCC "o lanelled J Y gells
were Wgubated willy increpsiop amousls af engendred amtibacivs ned
feesl husisn PRMCEhrat 377 Cell lysis was cabonlited By seblocling
the wwckgronnd frem all viduss wlich weee then exprstsed ag i
percentaps of A adjuzied Fouximtne eelenge and ploled agiting fhe
contemaitian af engincered antibody,

HLA-CReposilive JY brmphobiastoid cefls a coneeptiutions
np b Jgiml, oG4 winsed o lowe love] of ADCE (256%
masimeen kitling of 1 pfmb) that cowld be abrogused by e
Len25 o Glu chunee, Wild-tvpe TRCE] was i palent madiar
el eel! killing, whving 5% cal! dea nb Sogfol vy, Gy w
Aln ot 237 reduged the 1g0r | wild-type Killing (o the fevel zaen

wieh fpGd] Exclanging the whle lvoegt RiTEt 1opion with ine -

segeienes found i nnpae 102 guve inermoediade evels af
Eiflimg el Y00 ephnt nerded Yor S0% oot seadd. Toocomrast
changes at 235 in 161 bad einwoal eMect o ADCT,

Chineing the TauXid w Ala pove lewvels of killing
contparn®le with the O30 wild ype Inghl Tar S0 well
Aot iy, undd chnaging e Leu233 o Glu redyced A DO Rikle
oapml Tor 50N cel deathh A ochange in the poeviclsly
deseribed Cly binding et "™ Froon Lys 10 ala a0 330, Lod na
elleas on the wmlivy of 1S o medinge ADCC,

A st residnes mecessaey Tor Timarap complement-uied iaed
|ysis

The whility of L343 teodi o cemplemaat wag nol g lected
Bl b chowages wadide v Whe Marmioat segion of e T2
doionin, residlpes 233-237 [(Flg. 5. Wild-vype (pCilancdiaied
potemn willing with S0 e giving Wl maximune ech killing
(4% maxioor). Tg02 and 104 coused nocell killing even al
20peiml. The Sy o Al az 237 gave an mlermedinle lovel
kil [20% maximom Xilliag o) 2pgial] Exchangog e
whole lower hinge regian with the scquence Zound fa Muntan
1252 Failed 1o cause lysis ever an 20 pugfool, Changet g 205w
bl hed unexpeciedly prefound eflocls on hwnua sompic-
mrat bysis, Chinging U Len2 s w Tl sholisoes complemant
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from e 1S 1 wild-type Killeog (R4 masteun eell killing sed
hd) e gmlis doid willy GUO ngfml),

Aminn aelil regidues mecessacy (or direct Ziq hinding

Diieeet binding of [rurmn Olg Lo the L2343 hugnan jsotype serics

1040 |—
2 )
3
>
|
g
- PO d
by
=
o
L
L)
LI /b—/
L
|
i
I . .
Ay L =
3 10
Glo oent, feainal:

fa0Et g Gi{ceasE i+ G1fK3a0A] (o] G4
[« GULZISE] (o) Cells olone il Cella +C1g

Figure &, [ioe hicding of ©lo. ] colls were soater with o saturoting
lever af onibody. Biading of FITC-lkelled kumen Oy (Srgma) was
hem revelad by FACS wawlvsis

A 105 Blaakentl S e LU, Fearendoprre, BB 38324



i ek Foy R binding shes on himaw faG T 123

confirmed Yhe sesapiby it cowmpliionnitgtiatot] oylelokieiny
EFiy aY Ladedled demon g hawtd wedd to wild-type beDl
whan bound do FY tills. ol Doied peerly to Mlid,
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WRITTEN OPINION OF THE [ntecnatinnal gpolicatinn b,
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2007R52528

Box No. 1 Basgis f the gpinion

. Wfith regard to the language, this opinien has been establishad on the basis of.

i the internatianal application in the language in which it was filad

M a wanslation of the international application into |, which is the language of a translation furnished for the
purpozes of internahonal search (Rules 12.3{a} and 23.1 (b))

. With iegard 0 any nucleokide andior amino acid sequence disclosed in the international application and

ARcessany o the slakned invention, this opton Nas Deen s3tabished N the Dasis o
a. type of material:
[ assqueance listing
LI takla(s) refated to the sequence listing
b. barmat af matgrial:
Fl oo paper
[ in electrenic form
c. tima of filingfurnishing:
X1 eantained in the international application as fied.
[} liled Ipgether with the international application in electronic form.

E harmished sWnseouantly 1o this Suthadiey for the purposes of search,

3. 4 in addition, s the case that more than ane varsion or copy of 3 sequence lsting andir table relating thereto

has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent o7 additional
oopies is identical kb that io the apglicatan as fiked o doas nat go beyond the applicatinn g8 filed, as
appropriate, were furnishad.

4. Additional cgimments:

Furm PCTISASZET (apeil 2005;
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WRITTEN OPINION OF THE International application Mo.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTEP2007052528
Box No. Il Non-esiablishment of opinion wirh regard to novelly, inventive step and industrial
applicabllity

The questions whether the clanmed invention appears {3 be novel. W imvghé an inventive step g e nan
clwittls), or 10 e industrially applicable have nol been examined in respest of

a
&l

the entirg internatianal apglicahan
claims Mos. 18 (wilh respect

bacause:

&

the said international application, or the said claims hos. 138 fwilh respect to industrial applicability) relate
ta tha folitwing subject matter which dass not require an intemational search (specify):

see separate shast

the description. claims o drawings dndicate particular elements belowi of said claims Nos,  are 50 unclear
that ng meaningiul opinian could be farmed (specifyt

the c.aims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the gescription that ng mearingful cpinion
calld by formed fspecify):

A memaliongl seatch 1Izpor has been established for the whole application or f0r $aid Clabms Nos.

a meaningful opinion could nat ba tormed without the sequence fisting; the applicant did not. within the
préascriped tme limit:

O lumnish a seqguernze listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was nat available to the Internatipnal Searching
Autharity in a form and manner accapiable (o it

O turnish a sequence listing in electranic firm complying with the stantard provided lof in Annex G
of the Adininistrative nstructions, and such listing was not available to the International Searching
Authorily In g torm and manner acseptable to it

T pay the required iake furnishing fee for the furnishing of a sequence listing i resgonse o an
invilation unger Rulas 13ferd(a} or (.

a meaninglul opinigh could not be formed wilthoul the tables related to the sequance listings, the applicant
gt ot wilnin tne prestrited time ma, Jurmish such tabies in electroms torm complying Wit the technical
requiremants proviged far in Amex C-is of the Administrative Instructions, and such tables were nat
available tao the Intermational Searching Authority in a form and manner acteptable to it

e tables telated o the puciectids andor awine ackd sequence Ysting, if in slactronic o only, oo nit
comply with the technical requirements provided far in Annex C-fs of the Administrative Instructians,

See Supplemental Box for urther details

Form PCTASAS 23T [Aprl 2008
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WRITTEN OPIMION OF THE International application Mo.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHGRITY PUTEPZDDT Q52028

Box No. V¥ HBeasoned statemont under Bule 43bis.1{a}(i} with regard Lo novelty, inventive step or
indusgtrial applicability,; citations and explanations supporiing such statemean

1. Statement

Mowvelty (1) Yes, Claims 120
Mo Claims
Inventive sten {1S) Yes, Claims 8-10, 16, 20

Mo Claims 1-7, 11-15. 17-1

Industeial anplicabikby [1A Yes. Claims 1-17, 18-20
Mg Claims

2. Citations and gxplanalions

see separale chaat

Box Mo, VIl Certain observations on the international appilcation

The foliowing observations on Ihe clarity of the claims, description, and drawings or on the question whather the
claimg arg tlly supportad by the dascription, are mada:

see separate shget

Form FOTISAM 23T (Apnil 2005}



WRITTEN OPINYOMN OF THE International application Mo,
INTERNATIONAL SEARCHING

AUTHORITY {(SEPARATE SHEET) FCT/EP2007/052072
Re llem ]

Non-establishment of opinicn with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

1.1 Claim 18 relates to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rulg 67.1(ivi PCT. Consequently, no opinion will be farmulated with
respect to the industrial applicatility of the subject-matter of this claim {Article
2d{fan) PCT.

Re ltem V
Reasoned statemem with regard to novelty, inventive step or industrial applicability;
citations and explanations supporting such statement

2. Pripr At
2.1 Reference is made to the following documents:

D1: WO 2004/080419 A [NEURALAB LTD; WYETH CORP [US]; BASI GURIQ [US];
SALDANHA JOSE W [GB]) 23 September 2004 {2004-09-23)

3. Novelty

3.1 Ar anti-B-amyloid antibody comprising the six CCRs as per claim 1 has not been
reported. The subject-matter of claims 1-10, 16, 20 is novel (Article 33(2] FCT).

3.2 An anti-B-amyloid antibody binding AB,.,, with a ¥y which is 1000x greater than said
antibody's K, for AB, ,, has not been reported. The subject-matter of claims 11~12 is

novel (Article 33{2) PCT).

3.3 It follows that the subject-matter of claims 13-15, 17-19 must also be novel {Article
33{2) PCT).

4. Inventive Step

Form PLTASAZAT {Separate Sheet) (Sheet 1) {EFC-April 2005)
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WRITTEN OPINIKCN OF THE Internatinnal application No.
INTERMNATIONAL SEABCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) FCT/EP2007/0R2928

4.1 D1 is the closest prior art to the subject-matter of the claims and discloses ane
murine and two humanized versions of anti-AR, . mAb 306 which bind AR, ., with an
affinity of 880 pM (murine) or 2.06 nM, 2.24 nM (humanized) (see D1, Table 18, page
108). The epitope bound by said mAk 2D6-versions is sensitive (o substituions at
position 1 which significantly reduce binding to said epitope {see D1; Residue 1
Table 17, pages 103-104) by a factor of ca. 10x. No information is given as 0 the K;,
for AR, ; as such,

4.2 The subject-matter of claims 8-10 (humanized forms of 2E7), 16 (humanized forms of
2E7) and 20 {murine form of 2E7) differs from the mAbs of D1 (humanized/murine} in
the particular structural feawras (amino acid sequences) of their complete antigen-
binding regians ¥H + VL. The technical effect resulting from said differences is a K,
for AR, ,, of 33.8-38.3 pM {murine 2E7), 92.2-35.0 pM {humanized H1L1), 49 8-£5 1
pM (humanized H2L.1) and 57.2-76.0 pM {humanized H3L1} {see present Table 10A),
and no significant binding to AB..,, (see page 44, lines 18-22: page 28, lings 1-3).

The lechnical problem to be solved by the subject-malter of claims 8-10, 16 and 20
with respect to D1 may thus be seen as the provision of antibodies which bind the
extrema N-terminus {including residue 1) af AB, ., with increased affinity and
increased selectivity,

The technical problem has been solved by the concrete antigen-binding regions SEQ
ID Nos: 26 + 32, 28 + 32, 30 + 32, 34 + 40, 36 + 40, 38 + 40 and 17 + 19. The person
skilled in the art would not have been in a position to predict that improved
affinity/specificity for a AR, .., epitope comprising residue 1 was achievable, nor could
he have predicted the structural features which result in such improvement. The
subject-maiter of claims B-10, 16 and 20 invalves an inventive step (Article 3313}
PCT).

4.3 The affinity/specificity of a classical antibody is the direct result of the discrete three-
dimensional structure of the antigen-binding region, which relies on the structural
features of the combination of VH + VL regions, and three CDRs and four FR-regions
per WH and VL.

Form FLTASASRZAT (Separate Shaet) (Shaat 2} (ERC-April 2305)



WRITTEM OPINION OF THE International application e,
INTERMATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2007/052828

4.4 |t follows, that any antibody which does not comprise those structural features (i.e.
FA-regions) which result in the desired affinity/specificity, i.e. those shown in the
working embodiment SEQ 1D Nos: 18 + 32, are missing essential technical features
of the inventian,

(il Claims 1-4 do not technically define any doner FR-regions of the claimed anbibody
as the terms "originate” and "derived” encampass an unspecified number and
unspecified type of modifications. The term "replaced by the donor antibady™ (claim
4} does not define what said danor antibody 1=,

(i) Claims 5-7 do not technically define mare than one to three single aming acids
within ane FR region without defining any of the ather seven FR-regions.

The subject-matter of claims 1-7 does not represent a complate technical solulion in
the sense of Article 33(3) PCT.

4.5 Furthermore, claims 1-7 encompass (for example, in addition to others) the cancrete 4
VL-FR4 according to SEQ ID NO: 24 which differs from the only warking light V1.- i
embodiment (SEQ 1D NO: 32) in a G105Q substitution which has not been shownto .7
solve the abovementioned technical problem of improved affinity. ~

Furtharmaore, claims 1-7 encompass four VH-FR regions "derived” or directiy taken
from YH3 gene family members (i.e. VH-3-21, VH3-11, ¥H3-7. VH3-13, VH3-74,
VH2-64, VH3-23, VH3-38, YH3-53, VH3-66, VH3-20, VH3-9, VH3-43) which have not
been shown to solve the abovementioned techrical problem of improved affinity
(SEQ D Nos 26/28/30 are "derived” from VH3-38).

The subject-matter of claims 1-7 is deemed speculative over at least some of the
scope claimed and does not meet the requirements of Article 33(3) FCT.

4.6 The subject-malter of claims 11-12 differs from D1 in that the antibody is a different
one. The alleged technical effect resulting from said difference is a ratio of Kp(AB, ) -
KolAB. b of 1000 1 1 {claims 11 & 12}, a K, for AB,.,, of <100 pM and a Kg for AR,
of <100 nM (claim 11} and a K, for AR, ,, of <10 nM (claim 12). The technical problem

Form FCTISARAT (Separate Sheet) (Shesl 3] (EPC-April 2005



WRITTEN OPINION OF THE Interralional application No.
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/EP2007/052928

to be solved is the provigion of an anti-amyloid peplide antibody with such a ratio and
such affinities.

The solution 1o the posed technical problem is entirely defined in teérms of the desired
properties of the claimed antibody without providing any type of technical information
as o how suth a desideratum is 10 be achieved. Hence, the subject-matter of ciaims
11-12 does not constitute a technical solution in the sense of Article 33(3) PCT.

47 Claims 13-15 & 17-15 only introduce technical teatures over the subject-matier o
claims 1-7 & 11-12 which are routinely known in the art of therapeutic anti-amyloid B
antibodies and thus do not pravide any further essenifal technical features (Article
23(3) PCTY.

ial A ili

5.1 For the assessment of the presant claims 18-19 on the gqueslion whether they are
industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upan the formulation of the claims. The EPQ, for
example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to
the use of a compound in medical treatment, but may allow, hawever, claims tc a
known compolnd for first use in medical treatment and the use of such a compound
far the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Re Item VHI
Certain observations on the international application

6.1 The expressions "griginating from.../derived fram ..." (claims 1-3, &) implies an
unspecified number and type of modiications, encompasses the complete
replacement of every amine acid residue with respect to the reference V.gene
encoded polypeptides and thus does not confer any type of structural or technical
informatian, The reader is left in doubt as to the technical features referred to (Article

g PCTY,

6.2 Inclams 6 & 7 the applicant speaks of substitutions at positions 24, 48, 33 and 94

Form PCTISAZST (Separole Shat) (Sheet 4) (EPO-april 200E)



WRITTEN OPiNION OF THE International applicatian Mo,
INTERNATIONAL SEARCHING
AUTHORITY {(SEPARATE SHEET) PCT/EP2007/052828

within VH-regions (see claims 6 & 7: sea pages 39, &-7), but when one looks at the
corresponding aming acid sequencs {i.e, SEQH 1D Nos: 26, 28, 20} ang only seas
substitutions at positions 24, 48, 97 and 98, This inconsistency confuses the reader
(Aricle & PTT),

6.3 The formulation “which jg 1000-fold greater” (see claims 11-12) defines a single
vatue Ky {AB. .} = 1000x K, (AB, -}, which seems to represent a highly unlikely
result, thus raising doubts as to the reproducibility of such a Ky (AB..y) 1 Kp (A0}
ratio (Article 8 PCT).

6.4 The following terms/expressions are unclear and leave the reader in doubt as 1o the
technical features referred to {Article § PCT);

. "four resigues fall within the CDR3 region is replaced” (claim 4} (grammatically
unclear)

. "substantially”, "essentially” {claims 5, 14} {subjactive lerminology)

. "antibody ... derivative” (claims 11 & 12 {in absence of any concrete structural
features may encompass anything)

. "B-amyloid peptide-related disease” {claims 18-19) {does not specify which of
the B-amyloid peplides; does not specify in what way related)

Form PG TASA2AT (Separate Sheet) (Sheal 5 EFPC-Apnl 2008
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Possible steps after receipt of the international search repart (I1SR) and
written opinian of the | nternational Searching Authority (WO SA)

Benaral
inforrmatian

Amending claims

undar
Art. 18 PCT

Filing a demand
for intarnational

praliminary

gxamination

Filing informal

cCommenis

End of the

intarnational

phase

Relgvant PCT
Rules and more

information

SSLOC T < XS

TOCT0ALOCK | v

For all international applications filed an ac gftar Q1/01/2004 the competant
|SA will sstablish an ISR It is accompanied by the WO-ISA. Uinlike the
former written opinion of the |PEA (Pule 66,2 FCT), the WO-ISA is not
meant to be respondsd to, but to ba taken into consideration for further
procadural steps. This document explaing about the possibilities.

Within 2 monthg after the date of mailing of the ISR and the WO-154 the
applicant may tile amanded claims under Art. 19 FCT directly with the
International Burgau of W1 PO. The PCT reform of 2004 did not change
this procadure. For further information pleass see Rule 46 PCT as well as
form POT/ 134 220 and the corresponding Motes to form PCT/ISAI220.

In pringiple, the WO-134 will ba considared as the written opinion of the
IPEA. This shauld, in many cases, maks it unnecessary to file a demand for
imernational preliminary examination. If the applicant nevertheless wishes
to file a demand this must he done before expiry of 3 months after the
date of mailing of the ISR/ WO-1SA or 22 months after pricority
date, whichevar expires |ater (Fuls 54bis PCT). Amendments under Art.
34 PCT can be filed with the IPEA as before, normally at the same timg as
filing the demand {Rule 6.1 (b) PCT).

¥ a demand for international preliminary examination is filed and no
commants/amendments have been received the WO-iSA will bs transformead
by the [PEA into an |PRP {Iaternational Preliminary Report on Patentability)
which would marsly reflect the conmtent of the WO-1SA, The demand can still
be withdrawn (Art. 37 PCT).

After receipt of the |SF/WC-154 the applicant may file informal comments
on the WO SA divectly with the |nternational Bureau of WIPQ. Thess
will be communicated to the designated Offices together with the |PRP
{International Preliminary Repost on Patentability) at 30 marths from the
priprity date. Peass also rafer to the next bax,

At the end of the international phase the International Bureau of WIPO wil
transform the WO-SA or, if a demand was filed, the written opinion of the
IPEA Into the IPRP, which will then be transmited together with possitle
informal commants to the designated COffices. The (PRP replaces the former
|PER {international preliminary examination report},

Rule 43 PCT, Fule 43bis PCT, Ruls 44 PCT, Rule 44bis PCT, PCT Newsletter
12/20032, O 11/2003, Q122003
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Bitte beachten Sie, dass angefilhrte Nichtpatentliteratur (wie z. B.
wissenschaftliche oder technische Dokumente} je nach geltendem Recht
dem Urheberrechtsschutz undioder anderen Schutzarten fir schriftliche
Werke unterliegen kinnte. Die Vervielfltigung urheberrechtlich
geschiltzter Texte, ihre Verwendung in anderen elektrenischen oder
gedruckten Publikationen und ihre Weitergabe an Dritte ist chne
ausdriickliche Zustimmung des Rechtsinhabers nicht gestattet.

Veuillez noter que les ouvrages de la iittérature non-brevets qui sont
cités, par exempie fes documents scientifiques ou techniques, etc.,
peuvent étre protégés par des droits d'auteur et/ou toute autre protection
des écrits prévue par les législations applicables. Les textes ainsi
protégés ne peuvent &tre reproduits ni utilisés dans d'autres publications
électroniques ou imprimées, ni rediffusés sans l'autorisation expresse du
titulaire du droit d'auteur.

Please be aware that cited works of non-patent literature such as
scientific or technical documents or the ke may be subject 10 copynght
protection and/or any other protection of written works as appropriate
based on applicable laws, Copyrighted texts may notf be copied or used
in other electronic or printed publications or re-distributed without the

. express permission of the copyright holder.
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ANTICUERPOS ANTICUERPOS CONTRA EL PEPTIDO AMILOIDE BETA

Campa de la invencidn

La presente invencion se refiere a anticuerpos que se unen al péptida p-amiloide v,
en particular, al péptido B-amiloide humano. La presente invencién también se
refiere a mé&todos para el tratamiente de enfermedades o trastornos caracterizades
por una elevacion de los niveles de B-amiloide o de los depssitos de f-amiloide,
particutarmante la enfarmedad de Alzheimer, con dichos anticuerpos, &
composiciones farmacéuticas gue comprenden dichos anticuerpes y a métoedos
para su fabricacidn, Otros aspectos de |a presente invencion seran evidentes tras la
descripgidn que se presenta mas adelante.

Antecedentes de la invenclon
La enfermedad de AZheimer (AD) es la causa mas comin del deterioro cognitivo

relacionado con la edad, que afecta a mas de 12 milicnes de individuos en todo el
mundo (Citron M {2002) Nat, Neurgsci 5, Suppl 1065-1057). Las primeras fases de
la enfermedad se caracterizan por una pérdida progresiva de memoria con un
daterioro cognitive asociade v déficits de! lenguaje y del comportamiento. En las
litimas fases de la enfermedad, los pacientes desarrollan amnesia global y tienen |2
funcién motora muy reducida, La muerte se produce tipicamante 8 afos después
del diagnésticc y & menudo estd asociada con ofras afecciones, tipicamente
naumonia {Davie KL y Samules 5.C. {1998} en Phammacolagical Management of
Neurological and Psychlatric Disorders eds Enna S.J. and Coyle J.T. {McGraw-Hill,
New York, paginas 267-316)). Las torapias actuales son estrategias terapeuticas
que se centran en el aiivio del deterioro cognitivo ¥ en la mejora de los sintomas
conductuales asociados con la eticlogia de la enfermedad en progreso. En la
practica, estos tratamientos sélo proporcionan un efecto beneficicss sobre Ia
cognicién de corta duracién, notificandese una duracién del nivel de deterioro
cognitive conseguido de tan solo hasta 2 afios. El potencial de una terapia para
modificar la enfermedad que ralentice y posiblemente detenga la progresion de la
enfermedad es enorme. Estas estrategias proporcionarian mejoras radicales y
sostenidas en la calidad de vida de los pacientes y en sus cuidadores, lo cual es
muy importante, ademas de redudic los enormes costes sanitesios glebales de esta
enfermadad.
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El diagndstico clinico de la enfermedad de Alzheimer se hasa en una combinacion
de ensayos fisicos y mentales que conducen al diagnéstico de una enfarmedad de
Alzheimer posible o probable, Después de la muerte, la enfermedad se confirma por
$ignos neuroldgicos caracterizados en el cerebro, que incluyen la deposicién de Af
en placas parenquimaticas y vasos cerebrales, la formacién intraneuronal de ovillos
neurofibriares, pérdida sinaptica y pérdida de subpoblaciones neuronales en
regiones especificas del cerebro (Terry, RD (1981) J Neural Trans Suppl 53: 141-
145).

Una gran cantidad de pruebas genéticas, histologicas y funcicnales sugieren que &
péptido B-amiloide (A@) es clave en la progresion de la enfermedad de Alzheimer
{Selkos, D. J. (2001} Physiological Reviews 81: 741-766).

Se sabe que AR se produce por medio de la escisidn de |a proteina precursora de
beta amiloide (tambign conocida como APF) por una enzima asparti profeasa
conocida como BACE1 (también conocida como (-secretasa, Asp2 o Memapsin-2)
(De Strooper, B. y Konig, G. {1999) Nature 402: 471-472). Se ha postulado que
ademds de la deposicién parenquimdtica y vascular, ciertas formas oligoméricas
solubles de AR contribuyen a la aparicibn de AD y pueden afectar a la funcion
neuronal inicialmente perjudicando a la funcién sinaptica (Lambert et. al. (1988)
Proceedings of the National Academy of Science, U.S.A. 95: 8448-6453). Aunque
se encuentran placas amiloides insolubles &n las primeras fases de AD ¥ de MCI,
en estos individuos también estan aumentados los niveles de agregados de Ap
soluble (gue reciben &i nombre de acligémeras o ligandos difundibles derivados de
AR (ADDL) v los niveles de A soluble se correlacionan mejor con la degeneracicon
neurofibrilar y la pérdida de marcadores sinapticos que las placas de amiloide
{Naslund et. al. (2000} J Am Med Assoc 283: 1571-1577, Younkin, 5. (2001} Nat.
Med. 1: 8-19). El AB42 muy amiloidogénico y las formas truncadas en el extrema
aming ABx-42 son las especies predominantes de AR encontradas tanto en placas
difusas como en placas seniles {watsubo, T (1894} Neuwron. 13:45-53, Gravina, SA
(1995} J. Biol Chem. 270:7013-7016). Los niveles relativos de AD42 parecen ser el
reguiador clave de la agregacién de Ap en placas amlloides, de hecho se ha
demostrado que Ap42 forma agregados méas rdpidamente que otras formas de AP
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in vitro {(Jarrett, JT {1993} Biochemistry. 32:4693—4697) y Ap42 como tal s& ha
implicado ¢omo melécula iniciadara en |2 patogénesis de la AD (Younkin SG,
{1998) J. Physial. (Paris). 92:280-202). Aunque AB42 es un producto mineritario del
metabalismo de APP, los paquefios cambios en su produccion estén asociados con
grandes efactos sobre la deposicion de AR, por lo tanto s¢ ha postulade que ia
reduccién de Ap42 solo puede ser una forma eficaz de tratar la AD (Younkin 5G,
{1998) J. Physiol. {Paris). 92:280-202). Confirmando esta teorfa, se ha notificado
que ciertas mutaciones en I0s genes de la protélna precursora de amiloide (APP} y
de la presenilina aumentan predominantemante los niveles relativos de Apd2 y, por
lo tanto, acortan e! tiempo hasta la aparicién de la enfermedad de Alzheimer {AD)
(Selkoe D.J., Podlisny M.B. (2002} Annu. Rev. Genomics Hum. Gemet, 3:67-99).
Sin embargo, debe fenersé en cuenta que la velocidad de deposicidn también
depende del catabolismo v aclaramiento de AB.

Se han generado modelos ammales de la deposicion de amiloides por
sobreexpresion de transgenes humanos mutantes en ratones. Los ratopes que
sobreexpresan fransgenes de APP humanos individuales tipicamente desarrallan
depésitos de B-amilide del tipo de placas cerebrales desde los 12 meses de edad
{Garnes D. &t &), {1995) Nalure 373 523-527; Hsiao K. &1 a1, {1996) Science 274
99-102)), mientras que los ratones que llevan transgenes tanto de APP humana
mutante come de presenilina-1 (PS-1) tipicamente desarrollan depésitos de p-
amiloide del tipo de placas cerebrales ya a los 2 meses de adad (Kurt M.A. et al.,
{20013 Exp.Mewrol. 171: 58-T1, MeGowan E. ot al, (1998} Newrclbiol. Dis. € 231-
244),

Se ha hecho cada vez mas evidente que &l transporte de AP exogenc entre el
sistema nanviosa central (SNCY v el plasma juega un papel en la regulacion de los
niveles de amiloide cerebraies (Shibata, at al (2000) J Clin Invest 106: 1489-1499),
transportandose el Ap del CSF (siglas en inglés de liquido cefalorraquideo)
rapidamente desde el CSF hasta el plasma. Por lo tanto, fras |a vacunacian activa
con péptidas A a l2 administracién pasiva de anticusrpos especificos contra Ap,
los anticuerpos se unen rapidamente al AR periférico alterande el equilibrio
dinamico entre el plasma, ¢l CSF y finaimente el SNC. De heche, ahera bay una
gran cantidad de estudios que han demostrado que estas dos estrategias pusden

i
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reducir los nivales de AR, reducir la patologia preducida por AR y proporcionar
beneficios cognitives en diversos modelos transgénicos de amiloidesis. También se
han realizado estudios limitados en especies superiores. Se inmunizaren mMones
verdes caribefios (de 16-10 aios de edad) con péptido AP durants 10 meses, Los
niveles de AR40 36 elevaron 2-5 vecas en &) plasma, aicanzando un méxime en 251
dias, mientras que los niveles en el CSF de Ap40 y AR42 se redujeron
significativamente & 100 dias y volvieron al nivel inicial posteriormente. Esta
reduccion en el CSF estuvo acompanads de una retuccion significativa en 1a carga
de placas {Lemere, CA {2004} Am J Pathology 185. 283-297). También se
detactaron aumentos en los Niveles plasmaticos de Al después de la inmunizacion
de mongs Rhesus de edad avanzada {de 15-20 afios de edad) {Gandy, S (2004}
Alzheimer Dis Assoc Disord 18: 44:46).

La primera terapia inmune dirigida a los amiloides cerebrales fue AN-1792 de
ElanWyeth, una vacuna activa. Este tratamiento se termind después del desarrollo
de signos clinicos coherentes con una meningoencefalitis. Los andlisis de
subgrupos sugirieron gue el tratamiento ralentizaba el deterioro de la funcign
cognitiva {Nature Clin Pract Neurol (2005) 1:84-85). E| analisis post-mortem de los
paciertas también mastd pruebas de eliminacion de placas {Gilman S. et al, {2005)
Neurology 64 (9) 15563-1562). Se ha demostrado que Bapineuzumab (AAB-001,
ElanWyeth), una terapia pasiva de MAb, mejora significativamente las
puntuaciones de cognician en un pequehc estudic de seguridad de fase |.

Otras enfermedades o trastormos caracterizados por una elevacion de los niveles de
f-amilvide o fos depdsitos de g-amiloide incluyen 6! deteriore cognitivo leve (MC,
Blasko | {2008) Neurobiology of aging “Conversion from cognitive health to mild
cognitive impairment and Alzheimer's disease: Prediction by plasma amylaid beta
42, medial tempoeral fobe atrophy and omocysteine” sn prensa, e-publicade ¢l 19
de octubre de 2008), 1a hemarragia cerebral hereditaria con B-amilcidosis de tipo
Dutch, la angiopatia p-amiloide cerabral y diversos tipos de demencias
degenerativas tales como las asociadas con la enfermedad de Parkingon, fa
paralisis supranuclear progresiva, la degeneracion basal cortical y la enfermedad de
Alzheimer del tipo cuerpos de Lewy difusos (Mollenhauer B {2007} J Neural Transm
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a-publicado el 23 de febrerc de 2007, van Oljen, M Lancet Neurol. 2006 5:655-60) ¥
sindrome de Down (Matta, PD (20073 J Neurol Sci, 254:22-7).

Compandio de la Invencion
En una realizacion de la presente invencidn, s$& proporciona un anticuerpo

terapéutico que es un anticuerpe o un fragmento de unidn a antigenc yo derivado
del mismo que se une al péptido p-amilcide 1-12 (SEC ID N* 15) ¢on una constante
de equilibrio KD menar de 100 pM pero no se une al péptido f-amiloide 2-13 (SEC
I N°: 44), realizandose las dos determinaciones &n un ensayo de rasonancia de
plasmén superficial utilizando el péplido capturada en un chip con estreptavidina,

En otra realizacién de la presente invencién se proporciona un anticuerpo
terapéutico que es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno y/o derivado del
mismo que se une al péptido g-amileide 1-12 {SEC 1D N° 15} con una constante de
equilibrio KD menor de 100 pM y que tiene una constante de equilibrio KD para |a
unién al péptido p-amiloide 2-13 (SEC ID N 44} que es 1000 veces mayor que 2
constante de unidn bara el péptida 1-12 (SEC 1D N 13}, realizandose las dos
detemminaciones en un ensayo de resonancia de plasmén superficial utilizando e

péptido capturado sobre un chip con estreptaviding.

En otra realizacién de la presente invencién se proporcicna un anticuerpo
terapéutico que es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno y/o derivado del
mismo que se une al péptido B-amiloide 1-12 (SEC ID N° 15) con una constante de
equilibrio KD menar de 100 pM y que tiene una constante de equilibrio KD para la
unidn al poptide B-amiloide 2-13 (SEC 10 N°: 44) que &3 10.000 vaces mayoer que la
constante de unién para el péptido 1-12 (SEC |D N 15), realizéndose las dos
determinaciones en un ensayo de resonancia de plasmén superficial utilizando el

peptido capturado sobre un chip con estreptavidina,

En un aspacto, el ensayo de resonancia de plasmén supedicial que utiliza el
péptido capturado sobre un chip de estreptavidina @8 el ensayo de Resonancia d8
Plasmén Superficial descrito en &l ejemplo presentadc mas adelante. En ofro
asnecto, ol engayo de resanancia de plagmén superlicial gque utiliza el peptido
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capturado sobre un chip de estreptavidina es ¢! Método Ali) descrito bajo &l analisis
SPR Biacore™ presentado a mas adelante.

En una realizacién altemativa de la pregente wventidn, se proportiona un
anticuerpo terapéutico que es un anticuerpo o fragmanto de unidn a antigeno yo
derivade del misme que se une al péptido p-amlivide 1-40 con una constante de
equilibric KD menor de 10 nM pero no se une al péptido -amilcide 2-13 {SEC 1D
N*: 44), realizéndose las dos determinaciones en un ensayo de resonancia de
plasmén superficial descritc en el Método B de los ejemplos presentados mas
adelante.

En otra realizacién alternativa de la presente invencion, se proparciona un
anticuerpo terapéutico que es un anticuerpo o fragmante de unidn a antigeno y/o
derivade del misme que se une al péptide p-amiloide 1-40 con una constants de
equilibric KD menor de 10 nM y que tiene una constante de equilibrio KD para la
unian al pEptido p-amiloide 2-13 (SEC |D N2 44) gue s 1000 veces mayor gue la
constante de equilibrio para el péptido 1-12 {SEC D N 15}, realizandose las dos
determinaciones en el ensayo de resonancia de plasmon superficial descrito en el
Método B de los sjemplos proporcionados mas adelante,

En ofra realizacién alternativa de la presente invencidn, se proporciona un
anticuerpo terapéutico que es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno y/o
derivade del misme que se une al péptido B-amiloide 1-40 con una constante de
equilibric KD menor de 10 nM y que tiene una constante de equilibrio KD para la
union al péptido f-amlloide 2-13 (SEC ID N* 44) que es 10.000 veces mayor que la
constante de equilibrio para el péptido 1-12 (SEC |D N®: 15), realizandose las dos
determinaciones an el ensayo de resonancia de plasmén superficial descrito en el

Métode B de los ejemplos proporcionados mas adelante.

En una realizacién de la presente invencion se proporciona un anticuerpo
terapéutico que es un anticuerpo o fragmento de unién a antlgena y/o derivado del
mismo que se une al péptide p-amiloide y que comprende las siguientes CDR:
CDRH1: DNGMA {SEC 1D N°% 1)

CDRH2Z: FISNLAYSIDYADTVTG (SEC 1D N*: 2)

i
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CORH3: GTWFAY (SEC ID N® 3)
dentro de una regidn variabie de cadena pesada humana procedente de la familia
génica VH3 v

CDRL1: RYSQSLLHSNGYTYLH (SEC ID N® 4)

CDRL2: KVSMNRES (SEC 1D N2 5}

CDRL3: SQTRHVPYT (SEC 1D N* &)

dentro de una regidn variable de cadena ligera humana procedente de la secuencia
de amincacidos rlescrita en GenPept con la entrada CAAS1135 (SEC ID N7 24).

A lo largo de esta memoria descriptiva, los términos "COR", "CDRL1", "CDRL2",
"CDRL3", "CDRH1", "CDRH2" y "CDRH3" siguen el sistema de numeracién de
Kabat indicado en Kabat et al; Sequences of profeins of fmmunclogical Interest NIH,
1887. Por lo tanto, |o siguiente define las CDR de acuerdo con la invencion:

CDR: Restos

CDRH1: 31-35B

CDRH2: 50-65

CDRH3: 85-102

CDRL1: 24-34

CDRLZ: 50-56

CDRL3: 89-97

La familia génica VH3 v la nomenclatura de genes de inmunoglaobulina relacicnados
se describe en Matsuda et al (Journal of Experimentsl Medicine, 188:2151-2162,
1998} y Lefranc & Lefranc {The Immunoglobulin Factstrook. 2001. Academic Prass:
London).

En una realizacién particular, la regién variable de cadena pesada humana procede
de:

« Un gan 'V seleccionado enire la siguiente subserie de miembros de la familia
VH3: VH3-48, VH3-21, VH3-11, VH3-7, VH3-13, VH3-74, YH3-64, VH3-23,
VH3-38, VH3-53, VH3-66, VH3-20, VH3-5 y VH3-43

+ Un gen V seleccionado entre la siguiente subserie de mlembros de la familia
VH3: YH3-48, YH3-21 & VH3-11
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+ Elgen VH3-48
o un alelo dal mismo,

{ a secuencia en el Genbank con la entrada M99675 es un alelo del gen VH3-48.
MSSE75 es una secuencia de nucledtides del Genbank de una pieza genémica de
ADN que incluye dos exones que constituyen el gen de cadena pesada humana
VH3-48 (SEC ID N*: 22) ¥y codifica la secuencia de aminoacidos de la region
variable proporcionada en la SEC D N 21, En un aspecto particular, la regidn de
marco de la cadena pesada aceptora humana proceds da MabE75.

Para construir una region V completa, tiene que afiadirse una regién de marco 4 al
gen de V M99875 codificade en la linea germinal. Las secuencias de |a region de
marco 4 adecuadas incluyen las codificadas por el minigen JH4 humana (Kabat).
YFDYWGQGTLVTVSS (SEC ID N¢: 23)

cuyos cuatro restos iniciales estén dentro de la region CDR3 que se reemplaza por

la COR entrante procedente del anticuerpo donador.

El especialista en la técnica apreciard gue un gen V de la linga germinal y un gen J
no incluyen la secuencia codificante de la totalidad de la CDR3 de cadena pesada.
Sin embargo, en los anticuerpos de la invencidn, la secuencia de CDR3 se
proporciona por ka inmunoglobuiina donadera. Por consiguiente, la combinacion de
un gen VH tal como YH3-48, un minigen JH tal como JH4, y una sefie de CDR de
cadena pesada, tales como la SEC ID N% 1, la SEC ID N™ 2 y |3 SEC ID N*: 3
{ensambladas de una manera para imitar a una regién variable de cadena pesada
totalmente reorganizada, madura) es suficiente para definir una region variable de
cadena pesada de la invencién tal coma la representada en las SEC |D N 26, 28,
30,

La regién variable codificada por Genpept ID CAAS1134 tiene la secuencia de
aminoacidos proporcionada en la SEC D N®: 24.

La secuencia de marco de la regién variable de cadena ligera conoclda por el
GenPept ID CAAS1134 es la secuencia de amincacidos deducida de una regién
variable de cadena ligera totalmente reorganizada y es idéntica a otra secuencia de

Us
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amincacidos con las mismas regiones de marcos en la base de datos: Genpept,
nimero de acceso: 540356, y se describe en Klein, R., &t al., Eur. J. Immungl. 23
(12), 3248-3262 (1993). La secuencia codificante de ADN para CAAS1134, a laque
s& pusde scceder con el N° de acceso X72487 del Genbank, se proporciona como
SEC ID N%: 235.

En un aspecto paricular de 2 invengidn, 12 regidn de marco de cadena pesada
aceptora humana procede de M99675 v el minigen JH4 y |a regién de marce de
cadena ligera aceptora humana procede de CAA51135, que contiene
opcionalmente una o mas, tal como de una a cuatro, mas particularmente de una a
tres, sustituciones de restos aminocacidicos basandose enm los  restos
correspondientes encontradas en el dominia V,, donador que tiene la secuencla:
SEC ID N2, 17 y el dominio ¥, que tiene la secuencia; SEC ID N 18 que mantiena
toda o sustancialmente toda l1a afinidad de union del anticuerpe donador para el

peéptido B-amiloids.

Por ‘sustancialments toda la afinidad de unin’ se entighde que el anticyerpo
terapéutico tiene, como méaximo, una reduccion de diez veces en la afinidad de
Lnidn en comparacion gon €l anticugrpe donadar.

En un aspecto mas particular, 1a regién de marco de cadena pesada aceptora
humana procedente de M3S675 v JH4 tiene da una a cuatro sustituciones de restos
aminoacidicos seleccionadas entre [as posiciones 24, 48, 93 yfo 94 (numeracién de
Kabat).

En un aspecto mas particular de la invencién, la region de marce de cadena pesada
aceptora humana derivada de M29675 v JH4 comprende los siguientes restas (o un
sustituto conservativo de los mismos):

{n

Posiclén Resto
a3 W

o4 5

v
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(ii}

Posicién Rasto
24 W

93 v

94 5

0

{iii)

Posicion Rasto
42 |

a3 W

a4 L

En una realizacién de |la invencién, se properciona un anticuerpo terapeutico que
comprende una cadena Vy oue tiene la secuencia indicada en las SEC ID N° 26,
28 & 30 y un dominio V, que tiene {a secuencia indicada en la SEC 1D N°: 32.

En ofra realizacion de la invencién, se proporgiona un anticuerpo terapéutico que
comprende una cadens pesada gue tiene la sacusencia indicada en la SEC ID N%
34, 36 6 38 y una cadena ligera que tiene la secuencia indicada en la SEC 1D N°:
40,

En otra realizacidn de la invencién, se proparsiona una composicién farmaceutica

que comprende un anticuerpo terapéutico de acuerdo con la invencién.

En otra realizacién de la invencion, se praporciena un metodo para tratar a un
paciente humano gue padece una enfermedad relacionada con el péptido p-
amiloide, comprendiendo diche método Ia etapa de administrar a dicho paciente
una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpe terapéutico de acuerde con

a invencion.

También se proporciona €l uso de un anticuerpo terapéutico de acuerdo con la
invencidn en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una
anfermedad relacionada con el péptido B-amiloide.

N
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En otra realizacion de la invencion, se proporciona un proceso para la fabricacion
de un anticuerpe terapéutico de acuerdo con la invencién, comprendiendo dicha
procesc expresar un polinucledtido que codifica el anticusrpe en una célula
hospedadora.

En otra realizacion de la invencién, se proparciona un polinuclettido que codifica
una cadena pesada de anticuerpo terapéutico que comprende una cadena Vy qua
tiene |2 secuencia indicada an la SEC 1B N% 26, 28 & 30,

En otra realizacién de la invencién, se proporciona un polinucledtido que codifica
una cadena ligera de anticuerpo terapéutico que comprende un dominic V, qué
tiene a secuencia indicada en la SEC |D N 32,

En otra realizacién de la invencion, se proporciona un polinucledtido gue codifica a
una cadena pesada de anticuerpo terapéutico que tiene la secuencia indicada en ia
SEC IDN*34, 36 6 28.

Er otra realizacion de Ja inwencion, se properciona un polinucledtido que codifica
una cadena ligera de anticuerpo terapéutico que tiene la secuencia indicada en |2
SEC 1D N°: 40.

En una realizacién mas particular de la invencién se proporciona un polinucledtido
fue cotifica una cadena pesada de anticusrpt terapéutico, comprendiende dicno
polinucledtido la secuencia indicada en la SEC ID N® 35, 37, 39 G 42,

En otra realizacién mas particular de la invencién, se proparciona un polinuclectido
que codifica una cadana ligera de anticuerpo terapeutico, comprendiends dicho
poinucietito Ya secuencia indicada en a SEC 1D N 41 6 41

En una realizacién particular, el anticuerpo terapéutico que es un anticuerpo o
fragmento y/o derivado del mismo esencialmente carece de las funciones de a)
activacion del complemento por la ruta clasica; y b) mediacién de la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo.

——ih,
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En otra realizacién de la invencién, se proporciona un anticuenpo o un fragmento del
mismo que comprends un dominio ¥y que tiens fa secuencia SEC 1D N° 17 y un
dominio V| que tiene la secusncia; SEC ID N°: 19,

En otra realizacién de la invencidn, se proporciona un polinucledtide que codifica
una cadena pesada de anticuerpo o un fragmento del mismo Que comprende un
dominio Vi, gle tiene |a secuencia SEC ID N*: 17, en particular &l polinucledtido de
la SEC 1D N°; 18.

En otra realizacién de la invencidn, se proporciona un polinucledtido que codifica
una cadena ligera de anticuerpo o un fragmento del mismo gue comprende un
dominio V_ que tiene |a secuencia SEC 1D N°: 19, en particular & polinucledtide de
la SEC 1D N* 20.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

1. Estructuras de Anticusrpo
1.1 Anticuerpos Intactos

Los anticuerpos intactos normalmente son glicoprotelnas heteromuitiméricas que
comprenden al menos dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras. Aparte de IgM,
los anticuerpos intactos son glicoprotelnas heterotetraméricas de aproximadamente
150 KDa, compuestas de dos cadanas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas
(M} idénticas. Tipicamente, cads cadena ligera se une a una cadenz pesada por un
enlace disulfurc covalente, aungue el nimerc de enlaces disulfuro entre las
cadenas pesadas de diferentes isotipos de inmunoglobulina varia. Cada cadena
pesada v ligera también tiene enlaces disulfuro intracatenarios. Cada cadena
pesada tiene en un extrerma un dominio variable {¥y} seguido de varias regiones
constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable (V) y una region
constante en su otro extremo; la region constante de la cadena ligera esta alineada
con la primera regidn constante de la cadena pesada y el dominio variable de
catlena ligera estd alineado con e! dominio variable de la cadena pesada. Las
cadenas ligeras de anticuerpos de la mayaria de las especies de vertebrados
pueden asignarse a uno de dos tipos denominados Kappa y Lambda baséndose en
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la secuencia de aminoacidos de |a regidn constante. Dependiendo de la secuencia
de aminodcidos de (a regidn constante de sus cadenas pesadas, los anlicuerpes
humanos pueden asignarse a cince clases diferentes, 1gA, IgD, IgE, 1gG e Igh. IgG
a lgA pueden subdividirse adicionalimente en las subclases 1gG1, 1gG2, 1gG3 ¢
IgG4; e lgA1 e IgAZ. Existen variantes de especie, teniendo el ratdn y la rata al
menos lgG2a, 1gG2b. El dominio variable del anticugrpo confiere especificidad de
unién al anticuerpo, representanda ciertas regiones una variabilidad particular y
denominandose regiones determinantes de cemplementariedad (CDR). Lasg partes
mas conservadas de la region variable se dencminan regiones de marcos (FR).
Cada uno de los dominios varables de las cadenas pesada y ligera intactas
comprende cuatro FR conectadas por tres CDR. Las COR de cada cadena se
mantienen juntas por las regiones FR y con las CDR de |2 ofrg cadena contribuyen
a la formacién de los siios de unidn a antigenos de los anticuerpes. Las regiones
constantes ne estén implicadas directamente en |a unién del anticuerpe al antigeno,
sino qua presentan divarsas funcianes efectoras tales coma la paricipacion en Ja
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC), la fagocitosis
a través de la unidn al receptor Foy, la vida media/velocidad de aclaramiento a
través del receptor neonatal de Fc (FcRn) vy la citotoxicidad dependiente del
complemento a través del componente C1g de la cascada del complemento. La
regién constante de IgG2 humana carece de la capacidad de activar el
complemanto por la ruta clasica o de mediar la citotexicidad celular dependiente de
anticuerpo. La regidn constante de IyG4 carece de la capacidad de activar ef
complemento por la ruta cidsica y media la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo sélo débimente. Los anticuerpos que carecen ésencialmente de estas
funciones efectoras pueden denominarse anticuerpos "ne liticos”.

1.1.1 Anticuerpos humanos
Los anticuerpos humanos pueden producirse por varios mélodos conocidos por los

especialistas en la técnica. Los anticuerpos humanos pueden obtenerse por el
método de hibridoma usanda lineas celulares de misloma humano o heteromieloma
de ratén-humana, véase Kozbor J!mmuncl 133, 3001, (1984} y Brodeur,
Monocional  Antibody Production Techniques and Applications, pagina 51-63
{Marce! Dekker Inc, 1887). Los métodas alternativos incluyen el uso de biblictecas
de fagos o ratones transgénicos utilizando en ambos ¢asos repartorios de regiones
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V humanas {v&ase Winter G, (1994), Annu.Rev.Immungl 12,433-455, Green LL
{1969}, J.Immunol.methods 231, 11-23).

Actualmente se dispone de varias cepas de ratones transgénicos donde su loGi de
inmunoglobuling de ratén se han reemplazade con segmentos de genes ds
inmunoglobuling humana (véase Tomizuka K, (2000) PNAS B7,722-727, Fishwild
D.M (1986) Nature Biotechnol 14,845-851, Mendsz MJ, 1997, Nature Genetics,
15,146-156). Tras la exposicién a antlgenos, estos ratones pueden produdir un
repertoric de anticugrpos humanos a pariir de los cuales pueden seleccionarse los
anticuerpos de interés,

Debe indicarse paricularmente el slstema Trimera™ (véase Eren R ef al, (1998)
Immunology 93:154-181} en &l que se trasplantan linfacites humanos en ratones
imadiados, ¢f Sistema de Anticuerpos de Linfocitos Seleccionados (SLAM, véase
Babcock et af, PNAS (1998) 83:7843-7848) en el gue se pasan &ficazmente
linfocitos humanos {c de otras especies) a través de un procedimienty de
generacitn masiva de anticuerpas reunidos i vitro seguido de un procedimiento
simplificado de dilucidn jimitante y seleccién y &l Xenomouse II™ {Abgenix Inc). En
Morphotel Inc estd disponible una estrategia alternativa que usa la techologia
Morphodoma™.

La tecnologia de presentacién de fagos puede usarse para producir anticuerpos
humanas {y fragmentos de los mismos), véase MeCafferty, Nature, 343, 552-553
{1890} y Grifiths AD ef a/ {1994) EMBC 13:3245-3260. De acuerdo con esta
técnica, se clonan genas del daminie V de anficuerpes en fase en un gen de 3
prateina principal o minoritaria de la cubierta de un bacteriéfage filamentoso, tal
come M13 o fd, 58 presentan (namalmente con la ayuda de un fago coadyuvante)
como fragmentos de anticuerpos funcionales en |a superficie de la particula del
fago. Las selecciones basadas en las propiedades funcionales del anticuerpo tlanen
como resultado 12 seleccién del gen que codifica el anticuerpo gue presenta esas
propiedades. La técnica de presentacién en fagos puede usarse para seleccionar
anticuerpos con especificidad de antigeno a partir de biblictecas realizadas a partir
de células B humanas tommadas de individuos que padecen una enfermedad o

trastomne descrito anteriomente ¢, como alternativa, a partir de donantes humanos
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no inmunizados (véase Marks: J.Mol.Bio. 222 581-567, 1991). Cuando se desea un
anticuerpo humang intacto que comprende un dominlo Fc, es necesario volver a
clonar el fragmento derivado presentado en el fago en un vector de expresion de
mamifero qué comprende las regiones constantes deseadas y establecer lineas
celulares de expresion estable.

Puede usarse la técnica de maduracién por afinidad {Marks; Biottechnol 10,778-783
(1982Y) para mejorar 1a afinigdad de unidn, donde la afinidad del anticuerpo humano
primaric se mejora reemplazando secuencialmente Jas regiones V' de cadena Hy L
por varantes naturales y seleccionando baséndose en las afinidades de union
mejoradas. Ahora también se dispone de varantes de esta técnica tales como
"mpronia de epltopo”, véase WO §3/06213. Véase también Waterhouse;
Nugl Acids Res 21, 2265-2266 (1993).

1.2 Anticuerpos Quiméricos y Humanlzados

El uso de anticuerpos no humanos intactos en &l tratamiento de enfermedades o
trastornos Aumanos lleva asociados 05 nuevos problemas bisen establecidos de
inmunagenicidad petencial, especialmente tras la administracién repetida del
anticuarpo, es decir, el sistama inmune del paciente pueds reconacar el anticugrpo
intacto no humane comg extrafio y crear una respuesta neutralizadera. Ademés de
desarrollar anticuerpas totalmente humanes (véase anteriormente), se han creado
varias té&cnicas a lo large de los afios para solucionar estos problemas y
generaimente implican la reduccién de la composicion de secuencias de
aminodcidos no humanas en el anticuerpo terapéutico intacto mientras se retiene
una facilidad relativa para obtaner anticuerpas no humanes a partir de un animal
inmunizade por sjemple, un ratén, rata o conejo. En general, se han usado dos
estrategias para conseguir #sto. La primera son anticuerpos Quimérnicos, que
ganaralmente comprenden un dominio variable no humano (por ejemplo, de roedar,
tal como raton) fusionado a una regién constante humana. Como e sitio de univn a
antigenos de un anticuerpo estd localizado dentro de las regiones variables, el
anticuerpo quimérico retiene su afinidad de unidn por el antigeno, pero adquiere las
funciones efectoras de la regién constante humana y, por lo tanto, puede realizar
funciones efectoras tales como las descritas anteriormente. Los anticuerpos
quiméricos tipicamente se producen usando métodes de ADN recombinante. Se
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aisla el ADN que codifica los anticuerpos {por gjemplo, ADNc) vy se secuencia
usando  procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas

oligonucleotidicas que pueden unirse especificamente a genes que codifican las

regiones variables de cadena H y L del anticuerpo de la invencién, por ejemplo,
ADN de las SEC |.D.N® 18 y 20 descritas anteriorments). Las células de hibridema
sirven como fuente tipica de este ADMN. Una vez aislado, el ADN se pone gn
vectores de expresivn que despuds se uliizan para transfectar células
hospedadoras tales come £ coff, células COS, células CHO, células PerCE o
células de mieloma que no producen de otra forma inmunogiobulinas, para obtener
la sintesis del anticuerpe. El ADN puede modificarse sUstituyendo las regiones
constantes H y L no humanas (murinas} por la secuencia codlificante de las cadenas
L ¥ H humanas correspondientes, véase, por ejemplo, Morrison; PNAS 81, 8831
{1684). De esta manera, en cofra realizacidn de la invencidn, se proporciona un
anticuerpo quimérico que comprende un dominio Vy que tiene la secuencia: SEC 1D
N* 17 ¥ un dominio V. gue tiene la secuencia; SEC ID N® 19 fusionados a una
regién constante humana (que puede ser de isotipo 1gG, por ejemplo, 19G1; .

La segunda estrategia impica |a generacion de anticuerpos humanizados en los
que el contenido no humano del anticuerpo se ha reducido humanizando |as
regiones variables. Han conseguido popularidad dos técnicas para la humanizacion.
La primera es la humanizacidn por injeric de CDR. Las CDR forman bucles
préximos al extremo N del anticuerpo, donde forman una superficie montada en un
soporte proporcionade por las regiones de marcos. La especificidad de union a
antigenos del aniicuerpo se define principaimente por la topografia y por fas
caracteristicas quimicas de su superficie de COR. Estas caracteristicas a su vez se
determinan por 1a conformacién de 1as CDR individuales, por la disposicion relativa
de las CDR y por la naturaleza y dispesicion de las cadenas laterales de los restos
que conslituyen (as COR. Puede conseguirse uia gram disminucion de la
inmunogenicidad iniertando solo |as COR de anticuerpos ne humanas (por eemplo,
murings) (anticuerpos "donadcres®) en regiones de marcos {'region de marco
aceptora™ y contantes humanas adecusdas (véase Jones of af (1988) Nature
321, 520-525 y Verhosyen M s af {1988) Stience 239, 1534-1536}). Sin embargo, el
injerto de CDR per se puede no producir la retencién completa de las propiedades
de unidn al antigeno y @ menudo se observa que es Necesario conservar algunas
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restos de marcos del anticuerpo donador {io cual recibe el nombre en algunas
ocasiones de "refromutacicnes™ en la molécula humanizada si se desea recuperar
una afinidad de unién al antigeno significativa (véase Queen C ef af {1989) PNAS
86, 10,029-10,033, Co, M ef al {1991) Nature 351, 501-502). En este caso, las
regiones Y humanas que muestran la mayor homclogla de secuencia (tipicamente
de 60% o mayor) con el anticuerpo donador no humano pueden eleglrse de una
base de datos para proporcionar la regién de marco (FR) humana. La seleccidn de
FR humanas puede realizarse a partir de anticuerpes humanos individuales ©
anticuerpos consenso humanes., Cuando sea necesario, en la regidn de marco
aceptora humana se ponen como sustituyentes los restos clave del anticuerpo
donador para conservar las conformaciones de COR. Puede vsarse la creacion de
modelos del anticuerpo por ordenador para ayudar a identificar estos restos
estructuralments imporiantes, véase el documento WOR9/48522.

Como alternativa, la humanizacién puede conseguirse por un proceso de
"modificacion  superficial’ ("veneering”). Un andlisis estadistico de regiones
variables caracteristicas de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina humana y
murina revelaron que os patrones precisos de restos expuestos son diferentes en
los anticuerpos humanes y murinos, ¥ la mayoria de las posiciones superficiales
individuales tienen una fuerte preferencia por un pequefio nimero de restos
diferentes (véase Padlan E.A. ef af;, (1991) Mol.Immunol.28, 486-498 y Pedersen
J.T. et al {1994) J.MolBiol. 235, 858-973). Por lo tanto, €5 posible reducir la
inmunogenicldad de un Fv no humano reamplazando restos expuestos en sus
regiones de marcos que difisren de los gue se encuentran normatmente en los
anticuerpos  humanos. Como la antigenicidad de las protelnas puede
correlacionarse con la accesibilidad de la superficie, el reemplazo de restos de (a
superficie puede ser suficiente para hacer gue la Tegidn variable de ratdn sea
"invisible” al sistema inmune humano (véase también Mark G.E. of af (1834} en
Handbook of Experimental Pharmacology vol. 113; The pharmacology of monocional
Anfibodies, Springer-Verlag, paginas 105-134). Este procedimiento  de
humanizacion se denomina "modificacion superficial® porque sélo se altera la
superficie del anticuerpo, 108 restes de soporte permanacen sin cambios. Otras
estrategias alternativas incluyen la indicada en el documento WOQ4/006855 y el
procedimienta de Humaneering™ (Kalobios) que hace uso de sistemas de
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expresion bacterianos y produce anticuerpos préximos a la linea germinal humana
en secuencia (Affenito-M Advancing Profein Therapeutics enerd de 2007, San
Diego,California).

Los especialistas en la técnica apreciaran que ¢l términe "derivado” pretends definir
no 35610 la fuente en el sentido de ser el origen fisico para el material, sinc también
definir un material que es estructuralmente idéntico al material peroe que no procede
de la fuente de referencia. De esta manera, los "restos encontrados en &l
anticuerpo donador” no necesitan haberse purificado obligatoriamente a partir del
anticliarpe donador.

En la técnica estd bien reconocido que ciertas sustituciones de aminodcides se
consideran "conservalivas”. Los aminoacidos se dividen en grupos basandose en
las propiedades comuneas de la cadsena lateral y las sustituciones dentro de grupes
gue mantienen toda o sustancialmente toda la afinidad de unidn del anticuerpo
terapéutico de la invencién se consideran sustituciones conservativas, vease |a
siguiente Tabla 1;

Tahla 1
Cadena lateral Miembros _[
Hidréfoba met, ala,val leu,ile
Hidrafila neutra cys, aar, thr
Acida asp, glu
Basica asn, gin, his, lys, arg
restas que afectan 2 la prigntacion de | gly, pro
la cadena
Aromatica trp, tyr, phe

1.3 Anflcuerpos higspecificos

Un anticuerpe biespeclfico es un derivado de anticuerpo que tiene especificidades
de unién para al menos dos epliopos diferentes y también forma parle de fa
invencion. Los métodos de fabricacion de estos anticuerpos se conocen £n la
téchica. Tradicionalmente, la produccion recombinante de anticuerpos biespecificos
se basa en la coexpresién de dos pares de cadena H-cadena L de inmunoglobulina,
donde las dos catenas H tienen diferentes especificidades de unién, véase Millstein
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et af, Nature 305 537-530 (1983), WO003/08829 y Traunecker et of EMBO, 10, 1991,
36855-3659. Debido a la clasificacion aleatoria de las cadenas Hy L, se produce una
mezcla potencial de diez estructuras de anticuerpos diferentes de las cuales sélo
una tiene |a especificidad de unidn deseada. Una estrategia alternativa implica la
fusion de los dominios variables con las especificidades de unién deseadas para la
regién constante de cadena pesada que comprende al menos parte de la region de
bisagra, y las regiones CH2 y CH3. Se prefiere taner la regién CH1 gue contiene e
sitio necesario para la unién de la cadena ligera presente en al menos una de las
fusiones. EY ADN que codifica estas fusiones, y si se desea la cadena L, se insertan
en vectores de expresion distintos v después de utilizan para contransfectar un
organismo haspedador adecuads. Sin embargo, es posible insertar |as secuencias
codificantes para dos o las tres cadenas en un vector de exprésion. En una
estrategia preferida, el anticuerpo biespecifico se compene de una cadena H con
una primera especificidad de unién en un brazo y un par de cadenas H-L, que
proporcionan una segunda especificidad de unidn en el ofro brazo, veéase el
documento WOS4/04890. Véase también Suresh ef 3/ Methods in Enzymology 121,
210, 1986.

La administracién de proteinas terapéuticas en el cerabro se ha visto cbstaculizada
por la presencia de la bamea hematoencefdiica (BBB). Cuando se desea
administrar un anticusrpo de la invencién o un fragmento de anticuerpc de la
invencién a través de la BBB, se han propuesto varias estrategias para mejorar
dicha administracidn en caso negesario.

Para obtenar los nutrientes y factores necesarios a partir de la sangre, la BBB
posee algunos receptores especificos que transportan compuestos desde ia sangre
circulante al cerebro. Ciertos estudios han indicado que algunos compuestos tales
como la insulina (véase Duffy KR sf of {1989) Brain Res. 420:32-38), la transfarina
{véase Fishman JB of a&f {1987) JMNeurosci 18:209-304) y los factores de
crecimiento semejantes a la insulina 1 y 2 (véase Pardridge WM (1886} Endocrine
Rev.7:314-330 and Duffy KR et af {1986} Metabolism 37:138-140) atraviesan la
BBE por medic te transcitosis mediada por receptor. De asta manera, los
receptores para estas moléculas proporcionan un medio potencial para gque los
anticuerpos de la invencitn accedan al cerebre usande los denominados
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anticuerpos "vectorizados” (véase Pardridge Wi (1992) Advanced Orug Delivery
Review 36:299-321). Por sjemplo, sz ha demostrado que un anticuerpe contra €l
receptor de transferrina se transporta dindmicamente al parénguima cerebral (véase
Friden PM et af (1991) PNAS 88:4771-4775 y Friden PM of af (1993) Science
258:373-377). De esta manera, una estrategia potencial es producir un anticuerpo
especlfico o un fragmente biespecifico tal como se ha descrite anteriormente,
donde una primera especificidad es hacia ... y una segunda especificidad es hacta
un receptor de transporte localizade en la BBB, por ejemplo, una segunda
especificidad hacia el receptor de transporte de transferrina.

1.4 Fragmentos de Anticugrpos

En ciertas reallzaciones de la invencian, se proporciona un anticuerpo terapeutice
que es un fragmentc de unién a antigenos. Estos fragmentos pueden ser
fragmentos de unibn a antigenos funcionales de anticuerpos intactos yfo
humanizadas y/o quiméricos tales coma fragmentos Fab, Fd, Fab', F{aly),, Fv, ScFv
de los anticuerpos descritos anteriormente. Los fragmenlos que carecen dg la
region constante carecen de la capacidad de activar € complemento por la ruta
clasica © mediar Ja citotoxicidad celular  dependients de  anticuerpoe.
Tradicicnalmente, estos fragmentos se producen por la digestion proteciitica de
anticuerpos intactos, por ejemplo, por digestién con papaina (véase, por gjemplo, &l
docurnento WO 04/29348) pero pusden producirse directamente a partir de células
hospedadoras transformadas de manera recombinante. Para |la preduccion de
ScFv, véase Bird ef af | 1988) Science, 242, 423-426. Ademas, pueden producirse
fragmentos de anticuerpe usando una diversidad de técnicas de ingenieria como las
descritas mas adelante.

Los fragmentos Fyv parecen tener menos energia de interaccion de sus dos cadenas
gue los fragmentos Fakb. Para establecer la asociacion de los dominios Wy ¥ V,, 88
han ascciada can péptidos (Bird ef af, {1988) Science 242, 423-426, Huston et &,
PNAS, 85, 587D-5883), enlaces disulfura {Glockshuber ef al, (1990} Biochemistry,
28, 1362-1387) y mutaciones de acoplamiento ("knob in hole") {(Zbu &t al (1997),
Protein Sci., 6, 761-788). Les fragmentos ScFy pueden producirse por métedos bien
conecidos por los especialistas en la técnica, véase Whitlow et af (1991) Methods
companion Methods Enzymol, 2, 97-105 y Huston &f af {1993) Int.Rev.immunal 10,
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196-217. Los fragmentos ScFv pueden producirse en células bacterianas tales
como E. cofi, pero méas tipicamente se producen en células eucariotas. Un
inconveniente de ScFy es la monovalencia del producto, que impide &l aumento de
avidez debido a la unién polivalente, y su corta vida media. Los intentos de
solucionar estos problemas incluyen (ScFv'): bivalente producldo a partlr de ScFY
gue contiene una ciste/na C-terminal adicional por acoplamignto quimice (Adams ef
al (1993) Can.Res 53, 4026-4034 y McCartney ef af (1995} Protein Eng. 8, 301-314)
o por dimerizacisn espontanea con especificidad de sitio de ScFv que conligng un
resto de cistelna C-terminal no emparegjado (véase Kipriyanov ef af (1885} Cell,
Biophys 26, 187-204). Como alternativa, puede forzarse a ScFv a formar
multimeros por acortamiento dei enlazador peptidico a una longitud comprendida
entra 3 y 12 restos para formar "diacuerpos”, véase Holligar ef af PNAS (1993), 80,
84445448, La reduccion dei enlazador adicionalmente puede producir trimeros de
ScFV (“triacuerpos”, véase Kortt of af (1987) Protein Eng, 10, 423-433) y
tetrametros ('tetracuerpos”, véase Le Gall et al (1995) FEBS Lett, 453, 164-168). La
construccion de moléculas de ScFY bivalentes también puede conseguirsa por
fusibn genética con motivos de dimerizacion de proteinas para formar
"minianticuerpos’ (véase Pack ef & (1992) Biochemistry 31, 1573-1584; y
"minicuerpos” (véase Hu et af {1996}, Cancer Res. 56, 3085-3061). También
pueden preducirse tandems ScFyv-Sc-Fv {{ScFV),) uniendo dos unidades de ScFv
por un tercer enlazador peptidico, véase Kurucz of af (1985} J.Immol.154, 4576~
4582 Los diacuerpos biespecificos pueden producirse por medio de la asociacion
no covalente de dos productos de fusién monocatenarios que consisten en un
dominio V., de un anticuerpe conectado por un entazador corto al dominio v, de otro
anticuerpo, véase Kipriyanov of al (1998}, Int.).Can 77,763-772. La estabilidad de
estos diacuerpos biespecificos puede mejorarse por medio de la introduccion de
enlaces disulfuro o mutaciones de acoplamiento ("knob in hole") como se ha
descrite anteriormente o por la formacion de diacuerpos monocatenarios (ScDb)
donde dos fragmentos de ScFv hibridos se conectan a través de un enlazador
peptidico, véase Kontermann st af (1989 J.Immuncl.Methods 226 179-188. Se
dispone de moléculas tetravalentes biespecificas, por ejemplo, fusionando un
fragmento ScFy al dominio CH3 de una molécula de 196 o a un fragmento Fab a
través de la regién de bisagra, véase Coloma ef al {1997) Nature Biotechnol. 15,
150-163. Como altemativa, se han creade moléculas tetravalentes biespecificas por
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la fusion de diacuerpos mongcatenarios biespecificos (véase Alt ef af, (1899) FEBS
Lett 454, 90-84). También pueden formaree moléculas biespecificas tetravalentes
por la dimerizacién de tandems ScFv-ScFv con un enlazador gue contieng un
motivo de hélice-bucle-hélice (minianticuerpos DiBi, véase Muller &f af (1998) FEBS
Lett 432, 45-48) o una molécula monocatenaria que comprende cuatro dominios
variables de anticuerpo {Vy ¥y Vi) en una orientacién que previene el
emparejamienty intramolecular (diacuerpo en téndem, vease Kiprivanoy &t af,
{1999} J.Mal.Biol. 293, 41-58). Los fragmenios F{ab')2 biespecificos pueden crearse
por acoplamiento guimico de fragmentos Fab' ¢ por heterodimerizacion a traves de
cremalleras de leucina (véase Shalaby of af, (1992) J.Exp.Mad. 175, 217-225 v
Kostelny &f af (1992), Jimmunol. 148, 1547-1553). También se dispone de
daminios aislados de Wy ¥ V, véanse los documentos US 6.248.516; US 6.281.188,
y LS 6.172.197.

1.5 Anticuerpos heterocon|ugados

Los anticuerpos heteroconjugados son derivados gue también constifuyen una
realizacidn de la presente invencién. Los anticuerpos heterocanjugados se
componen ge dos anticuerpos unidos covalenternante formados usando cualquier
método de reticulacidon conveniente. Véase €l documente US 4.676.980.

1.6 Otras Modificaclones.
Se cree que la interaccién entre la regién Fe de un anticuerpo y diversas receptores

de Fc {FcyR) media Jas funciones efectaras del anticuerpo, gue incluyen la
citotoxicidad celular dependiente de  anticuerpe  (ADCCY, la  fijacién  del
complemento, la fagocitosis vy 1a vida media faclaramiento del anticugrpo. Pusden
realizarse diversas modificaciones en la regibn Fo de los anticuerpos de la
invencién dependiendo de la funcién efectora deseada. En particular, 1as regiones
constanfes humanas gue carecen esanciaiments de las funciones de a} activagion
del complemento por la nuta clasica; ¥ b) mediacion de la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo, incluyen la regién constante de IgG4, 18 region
constante de 1gG2 y regiones constantes de 1gG1 gue contienen mutaciches
especificas tales como, por ejemplo, mutaciones en las posiciones 234, 235, 236,
237, 297, 318, 320 yfo 322 descritas en los documentos EP0307434 (WO8807089),
EP 0829 240 (WOS317105) vy WO 2004/014953. Se han descrito por separado
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mutaciones en los restos 235 & 237 dentro del dominio CHZ de la region constante
de cadena pesada {numeracién de Kabat; sistemna EU Index) para reducir la unidn a
FeyRI, FeyRINy FeyRIN y, por 1o tanto, reducir la citotoxicldad celular dependlente de
anticuerpo (ADCC) (Duncan et al, Nature 1988, 332; 553-564, Lund et al. ..
Immunol. 1991, 147; 2657-2662; Chappel &t al. PNAS 1991, 88; 8036-9041; Burton
y Woof, Adv. Immunol. 1882, 51;1-84; Morgan et al., Inmunology 1995, &6; 31%-
324; Hezarech et al., J. Virol. 2001, 75 (24); 12181-12168). Ademas, algunos
informes también han descrito la implicacién de algunos de estos restos en el
reclutamienta o mediacién de la citotoxicidad dependiente del complemento {CDC)
(Morgan et al., 1995; Xu et al., Cell. Immunol. 2000; 200:16-26; Hezareh &t al., J.
Virol. 2001, 75 (24); 12161-12168). Por Io tanto, los restos 235 y 237 se han mutado
a restos de alanina (Brett et al. Immunology 1987, 91; 346-353; Bartholomew et al.
Immunclogy 1995, 85; 41-48; y documente W(O9958679) para reduclr tanto Ios
efectos mediados por &l complemento como los efacios mediados por FoyR. Los
anticuerpos gue comprenden estas regiones constantes pueden denominarse

anticuarpos "no liticos".

Se puede incorporar un epitopo de unidn al receptor de recuperacidn en el
anticuerpo para aumentar la vida media en suerc, véase &l documento US
5730277,

Actualmente hay cinco receptares Foy humanos reconocidos, FoyR (I}, FoyRila,
FeyRIIb, FeyRllla y FeRn neonatal. Shields st al, {2001) J.Blol.Chem 276, 6591-
6604 demostraron gue una serie comln de restos de IgG1 estd implicada en la
unién a todos los FeyR, mientras que FoyRIl y FoyRINl utilizan sitios distintos fuera
de esta sarie comun. Un grupo de restas de IgG1 redujo la unidn a todos los FeyR
cuzndo se cambiaron por alanina: Pro-238, Asp-265, Asp-270, Asn-297 y Pro-239.
Todos estan en el dominio CH2 de 19G y estdn agrupados cerca de ia bisagra que
une CH1 y CH2. Aungue FoyRI utiliza sélo la serie comin de restes de 1gG1 para la
unién, ForRil y FoyRIIl Inferaccionan con restos distintos ademéas de la serie comun.
La alteracién de algunos restos sélo redujo la unién a FoyRIl {por ejemplo Arg-292)
o FoyRIN (por ejamplo, Glu-293). Algunas variantes mostraron una union mejorada
a FeyRIl o FoyRINl, pere na afectaron a la unidn al otro receptor {por ejemplo, Ser-
267Alz mejoraron la unién a FoyRIl pero la unién a FeyRIIl no se vio afectada).

)

L



10

15

20

25

-05.

Oftras variantes presentaron mejor unién a FeyRI o FeyRIIl con reduccién en la
unién a los otros receptores (por ejemplo, Ser-298Ala mejord la union a FoyRIIl y
recdujo la unién a FoyRIl). En el caso de FeyRllia, las mejores variantes de unién de
IgG1 tenlan sustituciones combinadas de alanina en Ser-298, Glu-333 y Lys-334,
Se cree que el receptor FCRn necnatal estd implicade en la proteccién de moléculas
de IgG de la degradacion v, de esta manera, en el aumento de la vida media en
suero v 1a transcitosis a través de tejidos (véase Junghans R.P {(1997) immuncl.Res
16. 28-57 v Ghetie ef & (2000) Annu.Rev.Immunal. 18, 738-766). Los restos de
igG1 humana que segun s& ha determinade interaccionan directamente con FoRn
humang incluyen lle253, Ser254, Lys288, Thr3l7, GIn311, Asnd34 e Hisd33.

El anticuerpe terapéutice de la invencién puede incorporar cualduiera de las
maodificaciones de la regién constante indicadas anteriomente.

En una realizacién particular, el anticuerpo terapéutico carece esencialmente de las
funciones de a) activacisn del complemento por la ruta cldsica; y b) mediacidn de ia
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo.En una realizacion mas particular, la
presente invencién proporciona anticuerpos terapéutices de la invencitn que tienen
uno (o mas) de los cambios de restos indicados con detalle anteriormente para
madificar la vida media/aclaramiento yfo funciones efectoras tales como ADCC vio

cltotoxicidad dependients del complsmsnto y/o lisis del complemente.

En otro aspecto de la presente invencién, el anticuerpo terapéutico tigne una region
constante de IgG1 de isotipo humano con sustituciones de alanina (U ofras
alteraciones} en las posiciones 235 {por ejemplo, L235A) y 237 {(por ejemplo,
G237A) {numeracién de acuerdo con €l esquema EU indicado en Kabat.

Otros derivados de la invencién incluyen variantes de glicosilacion de los
anticuerpos de la invencién. Se sabs que la glicosilacién de anticuerpos en
pesiciones conservedas 80 sus regiones constantes tiens un profunde efecto sobre
la funicién de los anticuerpos, particularmente las funciones efectoras taies como las
descritas anteriormente, véase, por gjemplo, Boyd ef af (1996), Mol.Immunel. 32,
1311-1318. Se contemplan variantes de glicosilacién de los anticuerpos
terapéuticos de la presente invencion en |as que se afiaden, sustituyen, delecionan

]
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o modifican uno o m4s restog de carbehidraty. La infroduccion de un metive de
asparagina-X-serina © asparagina-X-treonina crea un sitio potencial para la union
enziméatica de restos de carbohidrato y, por lo tanto, puede usarse para manipular la
glicosilacién de un anticuerpo. En Raju ¢t af {2001} Biochemistry 40, 5868-8874. la
sialilacion terminal de una inmuncadhesina TNFR-1gG se aumenté a través de un
proceso de regalactosilacién yfo resialilacion usando beta-1,4-galactosiltransferasa
yo alta-2,3-swlitransferasa. Se cree que el aumento de la sialilacion terminal
aume&nts la vida media de la inmunoglobulina, Los anticuerpgs, de la misma manera
gue la mayoria de las glicoproteinas, tipicamente se preducen en 12 naturaleza
coma una mezcla de glicoformas. Esta mezcla es pariculanments evidante cuando
los anticuerpos se producen en células eucariotas, particularmente de mamifero. Se
han creado varios métodos para fabricar glicoformas definidas, vease Zhang et af
Science {2004}, 303, 371, Sears of al, Science, (2001) 287, 2344, Wacker of af
(2002) Science, 208 1790, Davis of af (2002) Chem.Rev. 102, 579, Hang ef &f
(2001) Acc.Chem.Res 34, 727. De esta manera, la invencién se refiere a una
pluraiidad de anticuerpos terapéuticos {oue pueden ser de isotipo de IgG, por
ejemplo 19G 1) coma se descrigen en este documento que coMprenden un NUMETD
definido (por ejemple, 7 o mengs, por ejemple 5 o menos, tal comeo ¢os ¢ una sola)
ds glicoforma de dichos anticuerpos.

Los derivados de acuerde con la invencidn también incluyen anticuerpos
terapéuticos de la invencidn acoplados a un polimam no proteicoe tal como
polietilenglical (PEG), polipropilenglicol © polioxialquileno. La conjugacion de
protelnas a PEG es una técnica establecida para aumentar la vida media de las
proteinas, asi como para reducir la antigenicidad y la inmunogenicidad de las
protefnas. Se ha investigado el uso de la PEGilacidn con diferantes pescs
moleculares ¥ estilos (lineal o ramificade) con anticusrpes intactos asi como coen
fragmentos Fab', véase Koumenis LL. of 2/ (2000} Int.J.Phamaceut. 198:83-95.
Una realizacién particular comprende un fragmento de unidn a ant/geno de la
invencibn sin tas funcicnes efectoras de a) adivacion del complemento por la ruta
clasica; y b) mediacién de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo; (tal
camo un fragmento Fab o un scFv) acoplado a PEG.

’
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2. Métodos de Produccion

Los anticuerpos de la presente invencidn pueden producirse en organismos
transgénicos tales como cabras (véase Pollock ef af (1999), J.immunolMethods
231:147-157), pollos (véase Momow KJJ (2000) Genet.Eng.News 2{:1-55), ratongs
{véase Pollock ot al /bid) o plantas (v&sse Doran PM, (2000) Curr.Opinion
Biotechnoi. 11, 199-204, Ma JK-C (1998), NatMed. 4; 601-606, Baez J of &l
BioPharm (2000) 13: 50-54, Stoger E of &t (2000} Plant Mol.Biol. 42:583-530)).
También puedsn producirse anticuerpos por sintesis quimica. Sin embargo, los
anticuerpos de la invencidn se producen tipicaments usando la tacnolagia de culte
de células recombinantes bien conocida para los especialistas en la técnica. Un
palinucleétido que cadifica el anticuerpo se alsla y se ingerta en un vector replicable
tal como un plésmido para la propagacién adicional ¢ expresién en una célula
hospedadora. Un sistema de expresidn Gtil es un sistema de glutamato sintetasa
(tal como el vendido por Lonza Biologics), particularmente cuando ia célula
hospedadora es CHO o NS0 (véase méas adelante). El polinucleétido que codifica &l
anticuerpd  se  aisla facimente y se secuencia  usando  procedimientos
convencionales (por gjemplo, sondas oligonucleot/dicas). Los vectores que pueden
usarse incluyen plédsmidos, virus, fagos, transposones, ¥ minicromosomas, siendo
una realizacion tipica los pldsmidos. Generalmente, estos veclores incluyen
ademds una secuencia sefial, origen de replicacidn, une & mas genes marcadores,
un elemento potenciador, un promotor ¥ secuencias de terminacion de Ia
trangcripcion unidas operativamente al polinucledtido de cadena ligera y/o pesada
para facilitar la expresion. El polinucledtido que codifica 1as cadenas ligera y pesada
pusde [nsertarse en vectores separados e introducirse {por ejemplo, por
transformacién, transfeccién, electroporacién o transduccién) en fa misma célula
hospedadora a) mismo fiernpe o setuenciaimenie o, si 6 desea tanio la cadena
pesada como la cadena ligera pueden Insertarse en el mismo vactor antes deg dicha
introduccian.

Inmediatamente sera evidente para los especialistas en la técnica que debido a la
redundancia det cédigo gendtico, también estdn disponibles polinucledtidos
alternativos a los descritos en aste documente que codifican los polipéptidos de la
invencicn,
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2.1 Secuencias sefial
Los anticuerpos de la presente invencidn pueden producirse como una pretelna de

fusidn con una secuencia seffal heteréloga que tiene un sitio de escision espec(fico
en &l extrerno N de |2 proteing madura. La secuencia sefisl debe reconocerse y
procesarse por ia céluia hospedadora, Para células hospedadoras procariotas, 1a
secuencia sefial puede ser una fosfatasa alcaling, penicilinasa o secuancias lfider de
enterotoxina || tenmoestable. Para la secrecion en levadura, las secuencias sefial
pueden ser un lider de invertasa de levadura, el lider del factor o o lideres de
fosfatasa acida, wvéase, por ejemplo, el documento WOS0/13646. En sistemas
celulares de mamifero, se dispone de lderes de secrecion virales tales como [z
secuancia sefal de gD del virus herpes simplex y secuencias sefal de
inmunoglobulinas nativas (tales como cadena pesélda da g humana). Tipicaments,
la secuencia senal estd unida en la misma fase de lectura al polinucleétido gue
eodifica el anticuerpo de la invencidn,

2.2 Qrigen de replicacién

Los origenes de replicacitn son bien conacidos en la téenica, sienda &l de pBR3Z2Z
adecuado para |la mayoria de las bacterias gram-negativas, el dal plasmida 2. para
la mayoria de las levaduras y diversos origenes virzles tales come el de Sv40,
polioma, adenovirus, VSV o BPY para la mayorfa de las células ge mamifaros.
Generalmente, para vectores de expresion de mamiferc Intégrados no se hecesita
&l camponente del origen de replicecien de Sv40. Sin embarge, of off de 540
puede incluirse, ya quée contiene el promotor temprano.

2.3 Marcador de seleccidn
Los genes de seleccidn tipicos codifican proteinas que {a} confieran rasistencia a

artibidticos u otras towinas, po clemple, ampiciing, neomicing, Mmeidlrexat ©
fetraciclina o (b} complementan deficiencias auxotréficas o suministran nufrientes
no disponibles en &l medio complejo o {¢) combinaciones de las dos. El esquema
de seleccidn puede implicar detenar &l crecimiento de |as célulag hospedadoras que
no contienen el vector o los vectores. Las células que se han transformado
satisfactoriamente con los genes que codifican e anticuerpo terapeutice de la
presente invencién sobreviven debido a, por ejemplo, resistencia a farmacos
conferida por €l marcador de seleccion administrago conjuntamente. Un gjemplo es

Ty
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el sigtema de selescion de DHFR en 2l que los ransformantes se generan en cepas
de hospedador negativas para DHFR (por ejemplo, véase Page y Sydenham 1991
Biotechnology 9: 64-68). En aste sistema, o gen de DHFR se administra
conjuntaments con lag sacuencias del polinucledtida anficusrpa de la invencidn y
las células posilivas para DHFR después se seleccionan por retirada de
nucledsidos del medio. Si es necesario, también se emplea el inhibider de DHFR
metotrexato para seleccionar los transformantes coo smplificacion del gen de la
DHFR. Por medio de la unitn operativa del gen de DHFR a las secuencias
cadificantes de anticuerpos de la invencién o derivados funcionales de las mismas,
la amplificacion del gen de la DHFR produce la amplificacién concomitante de las
secuencias de anticuerpo deseadas de interés. Las células CHO son una linea
celular particularmente Otil para esta seleccion con DHFR/metotrexato y en la
técnica estan hien establecidos métodes de amplificacion y seleccion de células
hospedadoras usando el sistema DHFR, véase Kaufman R.J. et al J.Mol.Biol.
{1582} 158, 601-621, como revisién, véase Wemer RG, Noe W, Kopp K,Schiuter
M.,” Appropriate mammalian expression systems for biopharmaceuticals”,
Arzneimittel-Forschung. 48(8):870-80, agosto de 1998, Otro gjemplo es ef sistema
de expresion de glutamato sintetasa (Bebbington et al Biotechnology 1882 Vol 10
p169). Un gen de seleccién adecuado para uso en levaduras es el gen trpi;] véage
Stinchcomb ef af Nature 282, 38, 1979,

2.4 Promotores

Los promotores adecuados para la expresion de anticuerpos de la invencién se
uhen operativamente del ADN/polinucledtido que codifica el anticuerpo. Los
promotores para hospedadores procarictas incluyen &l promotor de phoA, los
sisternas promotores de Beta-lactamasa y de lactosa, fosfatasa alcalina, triptéfanc y
promotores hibridos tales come Tac. Los promotores adecuados para la expresion
en células de levadura incluyen los de la 3-fosfaglicerato quinasa u otras enzimas
glicoliticas, por ejemplo, enclasa, gliceraldebido 3 fosfato deshidrogenasa,
hexoguinasa, pinivate descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa 6 fosfato
isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa y glucoguinasa. Los promotores de levadura
inducibles incluyen los de la alcohol deshidrogenasa 2, isocitocromo G, fosfatasa
scida, metalotioneina y enzimas responsables del metabolisma del nitrégenc o de
ta utilizagion de maltosalgalactosa.

G
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Los promotores para la expresion en sistemas celulares de mamifer? incluyen
promotores de la ARN palimerasa |l incluyendo promotores virales tales como el
promotor de polioma, virus de |a viruela de las aves de corral y adenavirus {por
gjemplo, adenovirus 2), virus de! papiloma bovino, virus del sarcoma aviar,
citomegalovirus {en particular el promotor de! gen temprane inmediato), retrovirus,
virus o la hepatitis B, acting, virus del sarcoma da Rous {RSV) y el promotor
temprano ¢ tardio del virus de simio 40 y promotores no virales tales como EF-1alfa
{Mizushima and Nagata Nucleic Acids Res 1990 18{17).5322). La eleccion del
promotor puede basarse en la compatibilidad adecuada con (@ célula hospedadora
Usada para la expresion.

2.5 Elemento potenciador
Cuando sea apropiado, por ejemplo, para la expresién en eucariotas superiores,

pueden incluirse elementos potenciadores adicionales en lugar de o ademas de los
gue se encuentran localizados en los promotores descritos anteriommente. Las
secuencias potenciadoras de mamifero adecuadas ihcluyen  elementos
potenciadores de globina, efastasa, abumina, fetoproteina, metalotionsina &
insulina, Come altsrnativa, se pueds usar un elemento potenciador de un virus de
¢élula eucariota tal come el potenciador de Sv40Q, el potenciador del promotor
tempranc de citemegalovirus, potenciador de pofioma, potenciadar de baculovirus o
locus 19G2a murino (véase el documento WOD4/009823). Aunque estos
potenciadores tipicamente se localizan en el vector en un sitio cadena arriba del
promotor, también pueden localizarse en otros sitios, por ejemplo, dentro de la
region no traducida o cadena abajo de la sefial de poliadenilacién. La eleccidn y
posicionamiento el potenciader pueden basarse en la compatibilidad adecuada
con la celula hospedadora usada para la expresion,

2.6 Poliadenilacién/Terminacidn

En sistemas eucarictas, hay sefiales de poliadenilacion unidas operativamente al
polinuciedtido que codifica el anticuerpe de esta invencién. Estas sefales
tipicamente se ponen en posicidn 3 de la fase de lectura abierta. En sistemas de
mamifero, las sefales ejemplares no limitantes incluyen las procedentes de
hormonas de crecimiento, facter de elongacién-1 alfa y genes virales (por ejemplo
de 8v40) o repeticiones terminales largas retravirales. En sistemas de levadura, los
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gjemplos no limitantes de sefiales de poliadenilacidn/terminacion incluyen las
derivadas de los genes de |a fosfoglicerato quinasa (PGK) y fa aicohal
deshidrogenasa 1 (ADH). En un sistema procaricta tipicamente no se raquieran |as
sefiales de poliadenilacién vy en su lugar es habitual emplear secuencias
terminadoras mas cortas y mas definidas, La eleccién de (as secuencias de
poliadenilacidn/fterminacion puede basarse en ia compatibilidad adecuada con la
célula hospedadora usada para la expresidn, .

2.7 Otros métodosfelementos para mejorar el rendimiento

Ademas da lo anterior, ofras caracterfsticas que pueden emplearse para mejorar los
rendimientos  incluyen slementos de remodelacin de cromatina, intrones y
modificacion de codones especificos para la célula hospedadora. El use de
codones del anticuerpo de esta invencién puede modificarse para adaptar la
desviacion de codones de la célula hospedadora, tal como para aumentar la
transcripgién yfo el rendimiento (por ejemplo Hoekema A et al Mol Csll Blol 1987
7{8)2814-24). La elecci6n te los codones puede basarse en la compatibilidad
adecuada con la ¢&lula hospedadora usada para la expresién.

2.8 Células hospedadoras

Las células hospedadoras adesuadas para la clonacion o expresion de 108 vectores
gue codifican los anticuerpes de la invencidn son células procarictas, levaduras o
células eucariotas supericres. Las células procariotas adecuadas incluyen
eubacterias, por ejemplo, enterobacterias tales como Escherichia, por ejemplo, £
coli (por ejemplo ATCC 31.446; 31.537, 27.325), Enferobacter, Erwinia, Klebsielia
Froteus. Salmonella, por sjemplo, Salmoneffa fyphimurium, Setratia, por ejemple,
Serralia marcescans y Shigella, asl como bacilos tales como B.sublilis ¥
8 licheniformis (véase e documento DD 266 710), Pseudomonas tales como
F.seruginosa y Sfreptomyces. Entre las células hospedadoras de levadura, también
se contemplan Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,
Kiuyveromyces {por ejemplo, ATCC 16.045; 12.424; 24178 56.500), Yarrowia
{EP4012, 226), Pichia Pastoris (EP183. 070, véase también Peng ef al J.Bictechnol.
108 (2004) 185-182), Candida, Trichoderma reesia (EP244, 234), Poanicilfin,
Tolypociaditm v Aspergillus tales como A.nidutans y A.nigor.
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Aungue la invencidn contempla especificamente células hospedadoras procariotas
y de levadura, sin embarge, Hpicamente, las células hospedadoras de la presente
invencién son células de vertebrados. Las células hospedadoras de verlebrados
adecuadas incluyen células de mamiferc tales come COS-1 (ATCC N°® CRL 1850}
COS-7 (ATCC CRL 1651), finea de riitén embricnaric humano 283, PerCh (Crucell),
células renales de cria de hémster (BHK) (ATCC CRL.1632), BHKE70 (ATCC N
CRL 10314), 203 {ATCC N°® CRL 1573), células de ovaric de hémster chino CHO
{por efemplo, CHO-K1, ATCC N° CCL 61, una linea cejular CHO DHFR-niegativa tal
como DG44 {Uriaub of af, Somat Cell Mol Genat (1986} Vol 12 paginas 555-5568),
particilarmeante |as lineas de ¢élulas CHO adaptadas para cultive en suspensién,
células de sertoli de raton, células de rifidn de mono, células renales de mano vande
africano {ATCC CRL-1587), células HELA, células de rifidn canino (ATCC CCL 34),
células de pulmdn humano (ATCC CCL 75), células Hep G2 y celulas de misloma o
finfoma, por ejemplo, NSO (véase el documento US 5.807.715), Sp2f0, YO

De esta manera, en una realizacion de |a invencién, se proporciona Una célula
hospedadora transformada de mansra estable gue comprende un vector que
codifica una cadena pesada yo cadena ligera del anticuerpo terapautice descrito en
este documento. Tipicamenie, esta célula hospedadora comprende un primer
vector que cadifica la cadena ligera y un segundo vector que codifica dicha cadena
pasada,

Estas células hespedadoras también pusden modificarse adicionalmente por
ingenieria genética o adaptarse para modificar las propiedades, funcion yfo
rendimiento del anticuemo de esta invencien. Los ejemplos no limitantes incluyen la
expresitn de enzimas especificas de modificacién (por ejemplo, glicosilacion) ¥
chaperonas de plegamiento de proteinas.

2.9 Métodos de Cultivo Celular.

Las células hospedadoras transformadas con  wvectores que codifican los
anticuerpas tsrapéuticos de 1z invencion pueden cultivarse por cualquier método
conocido por los especlalistas en |a técnica. Las células hospedadoras pueden
culiivarse en matraces rotatorios, matraces de agitacidn, matraces cilindricos,
reactoras de agitacién por ondas {por gjemple, System 1000 de wavebiotech.com) o
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sistemas de fibras huecas, pero para |2 produccién a gran escala se prefiere usar
reactores de depdsito agitado o reactores de bolsa {por ejemplo, Wave Biotech,
Somerset, Mew Jersey USA} para cultivos en suspensidn. Tlpicaments, [0S
depdsitos agitades estdn adaptados pera la sireacién wsando, por gjemplo,
rociadores, compuertas o propulsores de bajo cizallamiento. En &l caso de las
columnas de burbujeo y reactores de agitacion por inyeccidn de aire puede usarse
la amireacién directa con burbujas de aire U oxigeno. Cuando las células
hospedadoras se cultivan en un medio de cultivo sin suero, éste puede
suplementarse con un agente protector de células tal como pluronic F-88 ara
ayudar a prevenir las lesiones celulares como resultado del procesc de aireacion.
Dependiends de las caracteristicas de la célula hospedadora, puedsn usarse
microsoportes como sustratos de crecimiento para lineas celulares dependientes de
anclaje o las células pueden adaptarse a cultivos en suspension (lo cual es tipico).
El cultive de las células hospedadoras, paricularmente células hospedadoras de
vertebrados, puede utilizar una diversidad de modos de cperacion fales come un
procesamiento discontinue, semicentinuc o discontinuo repetido (véase Drapeau ef
af (1994) cytotechnology 15; 103-109), un progceso dis¢entinuo prolongado o un
cultivo de perfusion, Aungue las células hospedadoras de mamifero transformadas
de manera recombinante pueden cultivarse en medics que contienen suero tales
como medios que comprenden suero bovino fetal (FCS), se prefiere cultivar estas
células en medios sin suero tales como los descritos en Keen et al (1995)
Cytotechnology 17:153-163, o medios disponibles en el mercado tales como
ProCHO-CDM ¢ UltraCHO™ {Cambrex NJ, USA), suplementade cuando es
necesaric con un fuente de energla tal como glucosa y factores de crecimiento
sintéticos tales come insulina recombinante. El cultivo sin suero de las celulas
hospedadoras puede requerir que esas células se adapten al crecimiento en
condiciones sin suero. Una estrategia de adaptacion es cultivar dichas células
hospedadoras en medio que contiene suern y cambiar de manera repetida 80% del
medio de cultivo por el medio sin suero de manera gue las células hospedadoras
aprendan a adaptarse a las condiciohes sin suero (vease, por ejemplo,
Scharfenberg K of af {1995) an Animal Cell technofogy: Developments towards the
21st century (Beuvery E.C. ef af eds), péginas 619623, Kluwer Academic
publishers).
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Los anticuerpos de la invancion secretados en el medic pueden recuperarse y
purificarse a partir del medic usando una diversidad de técnicas para propercianar
un grado de purificacion adecuado para el uso para el gue estan destinados. Por
ejemplo, & uso de anficuerpos terapéuticos de la invencidn para el fratamiento de
pacientes humanos tipicamente exige una pureza de al menos 85% determinada
por SDS-PAGE reductora, més tipicamente una pureza de 98% o 99%, en
comparacién con el medio de cultive gue comprende los anticuerpos terapéuticos.
En &l primer caso, los desechas celilares del medio de cullive tipicamente se
retiran usando centrifugacién  seguido de una etapa de clarificacion del
sobrenadante usando, per gempio, micrafiltracion, ultrafiltracién yo filracion en
profundidad. Como alternativa, el anticuerpe puede recogerse por microfiltracion,
yltrafilfracion o filfracion en profundidad sin centrifugaciin previa. Se dispaone de
una diversidad de técnicas distintas tales como dialisis ¥ electroforesis en gel v
técnicas cromatogrificas tales como cromatografia en hidroxiapatita (HA),
cromatografia de afinidad (opcionalmente gue implica un sistema de sefalizacion
de afinidad tal como polihistiding) y/o cromatografia de inferaccion hidréfoba (HIC,
véase el documento US 5.429.746). En una realizacidn, los anticuerpos de la
invancion, después de diversas etapas de clarficacién, se capturan usando
cromatografia de afinidad de Proteina A o G seguide de etapas de cromatografia
adicionales tales como cromatografia de intercambio ibnice y/o HA, intercambio
aniénico o catifnico, cromatografia de exclusion molecular y precipitacion con
sulfato amdnico. Tipicamente, también se emplean diversas etapas de eliminacion
de virus {por gjemplo, nancfiltracién usando, por ejgmplo, un filiro DV-20). Después
de estss diversas etapas, s& proporciona una preparacion purificada (tinicamente
manoclonal) que comprende al menos 10 mg/ml 0 mas, por ejempio 100 mg/ml o
mas del anticuerpo de la invencién y, por |6 tanto, constituye una realizacion de s
invencion. Puede generarse una c¢oncentracidn de 100 mg/ml o superior por
ultracentrifugacion. Convenientemente,  estas  preparaciones  carecen
sustancialmente de formas agregadas de anticuerpos de la invencién.

Los sisternas baclerisnos soh parficularmente adecuados para la exprasion de
fragmentos de anticuerpo. Estos fragmentos se localizan dentro de la célula o
dentro del periplasma. Las proteinas peripldsmicas insolubles pueden extraerse y
replegarse para formar proteinas activas de acuerdo con métodos conocidos por los
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espacialistas en la técnica, véase Sanchez ef sf (1999) J Biotechnol. 72, 13-20 y
Cupit PM et af (1999} Lett Appl Microbiol, 29, 273-277.

3. Composiciones farmagéuticas
Las preparaciones purificadas de anticuerpos de la invencion {particularmente

anticuarpos  monoclonales) descritas  anteriormente, pueden inCorporarse en
composiciones farmacéuticas para usc en &l tratamiento de enfermedades y
trastornos humanos tales como los indicados anteriormente. Tipicamente, estas
composiciones ademas comprenden un vehiculo farmacéuticamente aceptable (es
decir, inerte) conocido ¥ requerido por la practica farmaceutica aceptable, veéase,
por ejemplo, Remingtens Pharmaceutical Sciences, 16® ed, (1880}, Mack Publishing
Co. Los ejemples de estos vehiculos incluyen vehiculos esterilizados tales como
solucidn saling, solucidn de Ringer ¢ solucién de dextrosa, lamponada con
tamponas adecuados tales como acetate sodico trihidrato a2 un  pH
fanmacéuticamente aceptable, tal como un pH dentro de un intervalo de 5 a 8. Las
composiciones farmacéuticas para  inyeccidn  {por ejemplo, intravenosa,
intraperitonsal, intradérmica, subcutanea, intramuscular o intraportal) o infusidn
continua convenientemente carecen de materia en particulas visibles y pueden
comprender de 1 mg a 10 g de anticuerpo terapéutico, tipicamente de 5mga 1 g,
mas especificamente de 5 mg a 25 mg » 50 mg de anticuerpc. Los métodos para la
preparacion de estas composiciones farmacéuticas son bien conocidos para los
especialistas en la tdcnica. En una realizacién, las composiciones farmaceuticas
comprenden de 1 mg a 10 g de los anticuerpos terapéuticos de la invencion en
forma de dosificacion unitaria, opecionalmente junte con instrucciongs de uso. Las
composiciones farmacéuticas de la invencién pueden licfilizarse (secarse por
congelacién) para reconstituirse antes de 1a administracion de acuerdn con métodos
bien conacidos o evidentes para los especialistas en la técnica, Cuanda las
reglizaciones de la invencign comprenden anticuerpos de la invencidén con un
isotipo IgG1, a la composicidn farmacéutica se le puede afadir un quelante de
ianes metdlicos incluyando cobire, tal come cilrato (por elemplo, cilrato s6dice) o
EDTA o histidina, para reducir el grado de degradacidn mediada por metal de
anticuerpos de este isotipo, véase el documenio EP0512251. Las composiciones
farmacéuticas también pueden comprender un solubilizante tal como una base de
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argining, un agente detergente/anti-agregacién tal como polisorbato 80 y un gas
inerte tal como nitrdgeno para reemplazar el oxigeno del espacio superior del vial.

Las dosis eficaces y los regimenes de tratamiento para administrar el anticuerpo de
la invencion generalmente se determinan empiricamente y dependen de factores
tales como |a edad, el peso v el estado de salud del paclente, v la enfermedad o
trastorno a tratar. Estos factores estan dentro del ambito del médico a cargo del
caso. Puede encontrarse una gula para ia seleccion de las dosis apropiadas, por
gjernplo, sn Smith et al {1977} Antlbodies in human diagnosis and therapy, Raven
Press, New York, pero en general serd de 1 mg a 10 g. En una realizacion, el
régimen de dosificacion para el tratamlento de un paciente humano es de 1 mg a 1
g del anticuerpo terapéutico de la invencién administrado por via subcutanga una
vez a |g semana 0 cada dos semanas, o por infusidn intravenosa cada 1 0 2 meses.
Esta dosificacion corresponde a 0,014-140 mgrkyg, tal como 0,014-14 mgkg. Las
compasiciones de la presente invencidn también puaden usarse profitacticamente.

4. UMsos clinicos.
Se apreciard que las enfermedades caracterizadas por una glevacién de los niveles

de p-amilpide o por depdsitos de f-amifoide incluyen fa enfermedad de Alzhaimen,
deterioro cognitivo leve, sindrome de Down, hemorragia cerebral hereditaria con -
amiloidesis de tipo Dutch, angiopatia f-amiloide cerebral y diversos tipes de
demencias degenerativas tales como las asociadas con la enfermedad de
Parkinson, pardlisis supranuclear progresiva, degeneracion basal cortical y
enfennedad de Alzheimer del Wpe de cuerpas de Lewy difusos.

Mas preferiblernents, la enfermedad caracterizada por una elevacion de |os niveles
de B-amiloids o depdsitos de g-amlioide es la enfermedad de Alzheimer.

Aungus |z presente invencion se ha descrito principaimente en relacion al
tratamiento de enfermedades o trastornos humancs, también puede tener
aplicaciones en el tratamiento de enfermedades o trastomes similares en
mamiferns no humanos.



10

15

20

25

o

Ejemplos
Métodos

Biacore™/Biacare 3000

-37-

un dispositivo que permite medir [as cinéticas a tiempo
real de interaccionas molecuiares usando SPR

SPR {resonancia de plasmén superficial} — fenémeno flsico
empleado por los instrumentos Biacore™™ para medir
los cambios de masa en un chip de deteccion

CME chip de deteccion Biacore™ con una superficie de
propdsitos generafes recubignta con una matriz de
dextrano carboximetilada

ELISA ensayo de inmuncabsarbente ligado a enzima

SRU Tecnologia de bicsensor SRU BIND™ que permite
controlar las intreracciones bioguimicas sin marcador

Integra CL1000 fdini-bioreactores  vendidos  por  1BS  Integra

Bicsciences

FRAT tecnologla de ensayo de microvolumen fluorimetrico
{Applied Biosystems)

ABI8200 sistema de deteccion celular confocal macro de
fluorescencia de Applied Biosystems 8200 para FMAT

FPLC Cromatografia liquida de protelna rapida

ProSepA HiTrap Columnas de Proteina A para FPLC vendidas por GE

Health¢are

Materiales

DMSC dimetilsulféxido

HERES N-{2-hidroxisti }piperazina-N'-(2-acido etanosulfdnico)

EDTA acido etilendiaminaietraacético

Tris H! - hidrocloruro de fris-{hidroximetil}aminometano

MNaCl - gleruro sédico

Tween-20 - manolaurato de polioxietilenosorbitano

BSA - alblmina de suero bovine

PBS - solucién salina tamponada con fosfato

PFA - paraformaldehido

S
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FCS

Opti-MEM

Lipafectamine

Transfast
‘Versene

Glutarnax

Histoclear
tampon HBS-EP
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alcohol metilado industrial

3,3'diaminobencidina

medic de Eagle meodificado por Dulbesco

suero bovino fetal

medlo basado en el medio de Eagle madificado de
Invitrogen/Gibco

agente de transfeccion de células basado en |pidos
catidnicos vendido por Invitrogen/Gibeo

agente de transfescion liposomal vendido por Fromega
agente quelante de iones metalicas {acido
etilendiaminatetraacético)

forma estable de glutamina afadida al medio de cultivo
(suplemento dipeptidice L-Ananil-L-Glutamina)

agente de aclaramiento de tejidos

Tampén Biacore™ para propositos generales que contiene
HEFES 0,01 M, pH 7.4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM,
surfactante P20 al 0,005%

Generacidn de anticuerpo monoclonal d¢ ratén 2E7

El anticuerpo monoclonal de ratén 2E7 se generé a partir de una inmunizacian

convencional de ratones. Se inmunizaroh ratones con f-amiloide 140 y 1-42
soluble o agregado, formulado en adyuvante de Freund. Después del refuerzo final
sin adyuvante, los esplenccitos se fusionaron con células de mieloma, Las células

fusionadas se dejaron crecer en placas de 95 pocillos, en las que los
sobrenadantes de los hibridomas se sometieran a una investigacion para encontrar
posibles indicios. El anticuerpo seleccionado 2E7, gue se obtuvo por inmunizacion

con p-amiloide 1-40 soluble, era de isotipo 1gG2a muring y tenia actividad de union
a bata-amiloide en el ensayo de salida descrito mas adelante y una afinidad de 36,1
pM para sl beta-amiloide 1-40 medida por Biacore™™, Métada Afi) (Tabla 10A).

Mapeo de Epitopos de 2ET
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Para mapear finalmente la unién del anticuerpe 2E7 al paptido p-amilcide, se utilizd
una serie de péptidos (A). La serie de péptidos (A) consistia en una serie de 31
péptidos solapantes de 12 aminodcidos que cubrian la secuencia completa del
péptido P-amiloide 1-42. Cada péptido secuencial se inicid en el aminoécido
secuencial dentro del péptide p-amitoide, cambiando de esta manera la secuencia
cubierta entre pépiidos secusnciales por un sclo aminoécido, Todos los péptides de
la serie (&) contenian un enlazador C-terminal de 3 amincacidos {(glicina-serina-
glicina) ¥ un resto de lisina biotinilade terminal, Ademas, todos los péptidos excepto
&l péptide AR1 DAEFRHDSGYEV(ESGK-biotina {SEC ID N°: 15) estaban acetilados
en el extrerp M. Una segunda serie de péptidos (serie (B)) consistla en deleciones
secuenciales C-terminales de un aminodcido de un peptide que contenia los
aminodcidos 1 a 10 de la secuencia de p-amiloide. Todos los péptidos de la serie
(B) contenian un enlazador C-tenminal de 3 aminoacidos (glicina-serina-glicina) y un
resto de lisina biotinilado terminal, peroc con restos adicionales de glicina y sarina
para reemplazar los aminoécides de B-amiloide deleclonados (Tabla 2). De esta
manera, todos |os péptidos de |a serie {B) tiene la misma longitud.

Tabla 2
Secuencias de péptidos biotinilados {serie (E) que

cantenian fragmentos N-temminales truncados de p-amiloide

DAEFRHDSGYGSGGSK-bictina  (SECID N 7}
DAEFRHDSG--GSGSGSK-bictina (SEC |10 N* 8)
CAEFRHDS--GSGGSGGK-biotina  (SEC IDN% &)
DAEFRHD--GSGGSGGSK-bictina (SEC ID N 10
DAEFRH~-GSCGSGGSGK-biotina (SEC 1D N™ 11)
DAEFR--GSGGESGGSGESK-hiotina (SEC ID N* 12}
DAEF-GSGGSGGESGGSK-hiotina (SEC 1D N°: 13)
DAE--GSGRSGGSGGSGK-biotina (SEC 1D N 14)

Control de |la unlén de 2E7 a péptidas derlvados de B-amiloide usando
Biosensotes Opticos

Sa lavaron placas recublartas con estreptavidina SRU Bind™ de 96 pocillos {SRU
Biosystems) con PBS que contenia DMSO al 1% para retirar &l glicerol y el

g2
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conservante. Se dejd un velumen de 50 plipocillo a temperatura ambiente para
proporcionar un valor basal constante. Los péptides biotinilados se diluyeron a
aproximadamente 0,3 ug/m! en PBS que contenia DMSC al 1%, se afiadigron 50 pl
de cada uno a los pocillos y se incubaron durante aproximadamente 1 h. Se
prepararon pocillos por duplicado usando diferentes sectores de la placa y se usé &
menos un control sin péptido en cada sector para restar la referencia de los datos.
Después de la captura de los péptides, la placa se lavd con PBS que contenia
DMSO al 1%, dejando 50 pl de tampdn reciente por pocills para proporcionar un
nuevo valor basal en el lector, No se observd ninguna descomposicion del péptide
de |a superficie. El tampdn después se reemplazé con 40 plipocillo de tampon que
contenia anticuerpo de ensayo a una concentracion 20-64 nM durante 2 horas. Se
descubrid que el anticuerpo 2E7 s6lc se unia al péplido que incluia ios antingécidos
1-12 del péptido p-amiloide en la seris de péptido (A) {péptido Ap1, SEC ID N* 15).
Este resultado implica que el cido aspértico en el resto 1 es critico para la unién a
este péptido.

Para caracterizar adicionaimente el sitio de unién del anticuerpe 2E7, se utilizd |2
serie de péptidos (B). Usando la metodalogia del biosensor SRU BIND™, el
anticuerpe 2E7 mostré una unién insignificante a fos péptidos que inclulan los
arino4cidos 1-3 y 1-4 del péptido B-amiloide (SEC 1D N° 14 y 13). La union a un
péptido que incluia los amincacidos 1-7 del péptido p-amiloide (SEC ID N*: 1C) fue
comparable & la del peptido que inclufa los amincacidos 1-12 del péptido p-amiloide
{de la serie de péptidos (A)). Se observd la unidn a péptidos que inclufan los
amincacidos 1-5 6 1-8 del peptide p-amiloide (SEC 1D N 12 u 11), pero fue mas
débil imedido par ia estabilidad después de una etapa de lavado adicional) que la
unién al péptide que incluia los aminoacidas 1-7 del péptido p-amilaide (SEC D N™:
10).

De gsta manera, se ha demostrade gue sole se requieren los restos 1-7 del péptido
B-amiloide para la unidn total, medido usande esta metodologia.

Ensayo de Resonancia de Plasmén Superficial
Ademés de Ins experimentos descritos anteriormente, sé usé &l bicsensor dplico
Biacore™ 3000 para controlar la union del anticuerpo 2E7 a péptidos derivados de

VI,
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la secuencia de [B-amiloide seleccionados. La unidn se midid inyectando
anticuerpos de ensayo a una concentracion de hasta 64 nM durante 5 minutos
sobre los péptidos capturados en distintas superficies de chips de estreptavidina
{130-23¢ RU (unidades de resonancia)). Se usd un tampén de procesamiento
(HBS-EF) gue contenia HEPES 0,01 M pH 7.4, NaCl 015 M, EDTA 3 mM ¥
Surfactante P20™ al 0,005% a 25°C a un ¢audal de 20 plfmin. Todos los ensayos
utilizaron una doble referencia fremte & una superfigie blanco de estreptavidinag e
inyecciones blanco. E| andlisis se realizé usando el software de andlisis Biacore™
Blasvaluation™ version 4.1, Los resultados de los péptidos seleccionados de ia
serie (A} conflrmaron adicionaimente los datos cbtenidos con SRU BIND™
indicando que 2E7 se unia Gnicamerite al péptide que incluia los aminoécidos 1-12
(SEC ID N°; 15) del péptido B-amiloide con una constante de equilibrio aparente KD
de aproximadamente 50 pM. En las mismas condiciones, 2E7 no se unla al péptido
que inclula los aminoacidos 2-13 del péptido B-amiloide.

Pépiido Ap2-13 AEFRHDSGYEVHGSGK-bictina (SEC |D N7 44)

El métode experimental v las condiciones usadas permitieron la dsteccion de
moléciulas de alta afinigad, pero también de mener afinidad — en el mismg sistema
experimental, a diferencia de lo que ocurria con 2E7, se demostrd que otro
anticuenpe que reconocia un epitopo N-terminal del péptido p-amiloide se unia al
péptido 2-13 (SEC ID N*: 44) con una KD gparente de 7 nM. 2E7 no se unia a una
seleccidn de péptidas de la sarie (A} procedentes de regiones intermedias del
péptide (i-amiloide. En otro experimento, el péptido p-amiloide 1-40 se capturd a
través de su resto de &cido asparico N-terminal que se habla biotinilado. Este
péptido se capturé en un chip recublerto con estreptavidina Biacore™ coma se ha
descrito previamente. E| anticuerpo 2E7 inyectado a una conceniracion 66 it}
durante 1 minuto no pudo unirse a este péptido. Por lo tanto, se concluye que el
sitio de unién N-tarminal descrito previamante se enmascaraba por el enlazador y ef
método de captura, confirmando adicienalmente que el extremo N contiehe el sitio

de unidn al nicien.

LUnién de |a Proteiha Precursora de Amiloide (APP) Expresada en Células

Pl
HE

b
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El p-amiloide estd compuesto por peptidos formados por la escisién proteclitica de
una proteina precursora transmembrana de tipo [ denominada protefna precursora
de amilcide (APP). Como APP tiene un dominio extraceiular grande, la union a esta
proteina podria iniciar Una reaccidén de citotoxicidad dependiente de anticuerpo
{ADCC).

Para caracterizar la unién de un anticuerpe a la APP de longitud completa de la
superficie celular, se utilizé un ensayo FMAT™ basado en ABIS200,
Transfeccion de células HEK283T con ADN de APP de tipo silvestre
Se mantienen células HEKZ93T en medio DMEM F12 gue contiene FCS al 10%
{(vi) ¥ 1x Glutamax. Las células se sismbran en matraces de cultivo de tejidos de

75 cm’ y 8 dejan crecer hasta una confluencia de §0-80% (18-24 h) antes de la
transfeccidn. Para la transfeccion, se mezclan 9 pg de ADN {ADN de APP de tipo
silvestre (en el vector PCDONA3. 1 (Invitrogen)), o vector sdle en los controles) con
0.3 ml de medic Opt-MEM™. Se mezclan 30 pl de agente de transfeccion
Lipofectarmina™ con 0,3 mi de medio Opti-MEM™ y se retinen las dos mezclas. Las
meazclas reunidas se incuban & temperatura ambients duranie 30 minutos antes de
la adicién de 4,8 ml mas de medio Opt-MEM™. La mezcla final se afiade a las
células despues de lavar con medie Opti-"AEM™) durante 5 h ¥ después se afaden
& ml de suero de ternero recién nacido al 10% (viv) en DMEM. 48 horas despues de
la transfeccion, se retira el sobrenadante, la monocapa se lava en Versens y
después se aftaden 3 mi de agente Guelante Versene™ a cada malraz, se incuban
durante 5 minutos a 37°C, ¥ las células separadas se centrifugan a 200 g durante 5
minutos. El sedimento celular resultante se resuspende suavemente en 1 ml de
tampén de ensayo (suero tratado con calor al 2%, BSA al 0.8%, NaN; al 0,1% en
PBS pH 7.4, filtrady a través de un filtro de 0,2 pm} para crear una suspension de

una sola célula,

Ensayo basado en ABIS200 FMAT™
Se diluyeron anticuerpos de ensaya (2E7, 1gG de ratén LNZ7 (Zymed) contra el

dominic extracelular de APP como control positive, y un anticuerpo G210 que
reconoce la forma x-40 del péptido p-amiloide come control negativa) a 10 ugiml en
tampén de ensayo filtrado de forma estéril (suero tratado con caior al 2%, BSA al
0,5%, NaNs al 0,1% en PBS pH 7,2) &n una placa de polipropileno, y después se
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realizaran seis diluciones mas seriadas 1.1 en la placa. Como blanco se ust
tampén de ensayo sélo. A cada pocillo de una placa de 96 pocillos se le afiadieron
50 pl de una suspension de cjulas HEK293T transfectadas con ADN de APFP de
tipa silvastre (Experimento 1. 10.000 células; Exparimento 2 20.000 células), y se
afiadieron 5 pl de cada una de |as soluciones de anticuerpe a pecilios para obtener
un duplicado. Después se ahadieron a cada pocillo 50 plpocille de solucién radre
de igG anti-ratdsn F-MAT™ azul, (el anticuerpo 6 marca usande &l colorante
reactivo monofuncional azul F-MAT™ de AR, 4328408), diluido 1:500 {Experimento
11y 111000 (Experimento 2) en tampdn de ensayo, ¥ la placa se agit brevemente y
se dejé sedimentar duramte 1 hora. La placa después se leyo usando el sistema de
deteccitn celular confocal macro de fluorescencia ABI 8200 (Applied Biosystems),

Los datos de recuantos ableridos después se interpretaron usando e software de
la hoja de célculo Excel™. En resumen, los recuentos de las células transfectadas
de forma simulada se restaron de los recuentos de células transfectadas con APP
de langitud completa para obtener una sefia) especifica para cada anticuerpo. Se
sligieran dos concantraciones de anticuerpo que estaban en la parte lingal de la
curva {1,25 y 0,83 pg/ml}, los recuentos obtenidos corregidos con respecio al efecto
de fonde & esas concentracicnes se expresarnn comp el porcentaie de union al
anficuerpe LN27, y se calculd la media de los datos obtenidos a las dos
concentraciones de anticuerpo. Los datos resultantes se describen en la Tabla 3 (%
de unitn a LN27 +8E)

De esta manera, dentro de este sistema de ensayo, la unidn de 2E7 a APF de la
superficie celular no se pueds distinguir de la del anticuerpo de control negativo
5210,

Tabla 3
anticlerpo | Experimento | Experimento
1 2
LN27 1000271 | 100,0+4.7
G210 55213 20186
2E7 99+37 22+14
|

)
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Unidn al Péplide Derivado de [a Proteina Precursora de Amilaide

Los estudios de mapeo de epitopos descritos anteriormente han demostrado que &l
anticuerpo 2E7 se une al extremo N del péptido B-amiloide, siendo esencial al resto
de acide aspartico en la posicién 1 para la unién. Esto sugiere gue el anticuerpo
reconoce un epftopo 'neo’ formado por la escisidn de APP en el sitio de la -
sacretasa. Esta observacion sugerirfa que gl anticuerpo 2E7 no debe reconacer la
secusncia del paptido APP adyacente. Para ensayar esta hipdtasis, se sinteéfizd un
péptide APP (Péptido APP1, SEC ID N° 18) que inclula los restos 1-7 del péptido
p-amiloide y los ¢into aminodcidos derivados de APP adyacentes. Da esta manera,
el péptido APP1 contenia amincacidos contiguos desde la posicion 5 N-terminal en
el sitio de escision BACE-1 a la posicidn 7 C-terminal en el sitio de escision BACE-1
y estaba acetilado N-terminalmente. La capacidad del anticuerpo 2E7 de unirse al
péptido derivado de APP APP1 y el péptido p-amiloide 1-12) (péptido AB1} se
comparé usando 12 metodologia Biacore™ [como se ha descrito previamente para
& mapeo de epitopos). E! anticuerpo 267 mostrd una alta afinidad de unién al
péptido p-amiloide AB-1, que contiene el epltopo bdsico 1-7. Sin embargo, no se
abservd ninguna unién al péptido APP1 que tambign contiens la secuencia 1-7
darivads de! j-amilgide bésico.

Péptide Ap1 DAEFRHDSGYEVGSGK-bioting SEC ID N°: 15

APP1 AcNH-SEVKMDAEFRHDGSGK-biotina SEC 1D N* 16

Se ha utilizado una combinacién de unién celular basada en FMAT™ y mapeo de
péptidos basado en Biacore™ para demostrar que, en estos formatos, 2E7 no tiene
afinidad de unidn por la proteina APP de fongifud completa. Dade que &l resto de
4cido aspértico en la posicién 1 del péptido p-amiloide es necesario para la union,
s6 concluye que 2E7 56lo recancce el extremo N 'neo’ del péptido p-amiloide y, por
lo tanto, no debe unirse a la APP expresada en la superficie celular,

Actividad Bloldgica In Vivo
Modalo de Salida de 1'* B-Amiloide

Varios estudios publicados hanh demostrado que los anticugrpos contra el p-amiloide

pueden formar complejos con el péptido g-amileide en 1a corriente sangulnea. Se
indica que esta formacidn de complejos de f-amiloide periférico facilita |2 salida de
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amilcide del SNC a la cotriente sanguinea (DeMattos RB, PNAS (2001), 98(15);
BB50-88569). Se cred un modelp farmacodindmico agudo para selsccionar
anticuerpos con respecto a su capacidad de formar complejos con péplido f-
amilolde derivado de cerebro en [a comiente sanguinea.

Se indujo anestesia {(sofiurano al 4%} en ratones CEV/BLSJS macho y se
mantuvieron fisoflurano al 1,5%) en oxigeno al 100%. Después, los animales se
pusieron en un marco estereotaxico, Despuds de una incisidn e ia linga media & 'o
largo de la sutura sagital, se perforéd un orificio a traveés del créngo y se inserd una
canula gula en el venfriculo cerebral iateral (coordenadas anteriopasterior (AF) -0,&
mm, lateral {L} +0.7 mm, ventral (V) -2,5 mm). Se perforaron dos orificios mas a
través del crénen en los gue se pusieron tornillos corficales. La canula se anclé en
su sitio por medio de gel de cianoacrilato y 1a incisidn se suturd alrededor de la tapa
de gei de ciancacnlato. Despuds de fa operacidn, (s ratones recibieron 0,3 ml de
solucian salina por via subcutnea y se pusisron en un medio caliente para que se
recuperaran de [a anestesia. Tras fa recuperacidn del refigjo de enderezamiento, los
ratones se encerraron individuaimente y recibleron cuidades convencicnales
durante igs 5 dias siguientes a fa operacin. No se parmilieran procedimientos
durante los 5 dias posteriores ¢ hasta que se recuperd el peso previo a la
operacion. Despuss e fa recuperacitn, se verificd la colocacion de la canula por la
respuesta de ingestién de liquide a la angiotensina 1. Cada raidn recibi la
administracién infracerebroventricufar (ICY} (5 wij de 100 ng de angictensina 11 (Al)
{reconstituida en sclucidn salina al 0,9%). Después de |a administracion de All, se
ohservo la ingesta de agua duranfe 15 minutos. En los estudios se inciuysron
ratones con una respussta dipscgénica positiva a la All {ingestion de liquido
sostenida), que comenzd no antas de cinco dias desde la inyectidn de AN,

En e dia del estudio, los ratonas se pusieron durante 510 minutos ep un Medio
caliente para inducir la vasodilatacion, necesaria para facilitar |a inyeccion &n |3
vena de la cola. Se inyectd anticuerpe de ensayo (600 ug} ¢ vehicule de PBS {con
un volumen de dosificacion no mayer de 10 mi por kg de peso corporal) a traves de
la vena de la cola y ios ratones se devolvieron a sus jaulas individuales desplies de
la inyecci6n. Exactamente una hora después de la inyeccion en fa vena da la cola,
en los ratones se inyects IGV lentamente (2 ui por minuta) con 2 ng {1 xCi} de 1'®
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beta-amiloide 1-40 {Amersham Biosciences, UK) en un volumen de dosificacion de
5 ul. Exactamente cuatro horas después de la dosis 1CV, se recogisron 50 ul de
sangre del tronco y se midié €l nivel de radiactividad en un contador de centelleo.

Los ratones que habian recibide inyecciones de 2E7 en la vena de la cola {n =& por
arupa de tratamiento) mostraren un aumento estadisticamente significative en la
sefial radiactiva (cuenta par minuto — CPM) en 50 ul de sangre del tronco an
comparacion con la sefial de CPM detectada en los ratones inyectados con
vehiculo (CPM ~ wvehiculo: 13397 + 4982 frente a 2E7 43878 + 9803
ANOVAIF(2,13) = 4,97, p<0,05. Post-hoc LSD: p = 0,01 2E7 frente a vehiculo [post-
hoc Duncans: p = 0,02 2E7 frente a vehiculg]).

En dos estudios adicionales con 2E7 realizados con un protocolo igéntico, se
observaron aumentos similares en la salida de amiloide al interior de la sangre en
comparacién con les controles que hablan recibido inyecciones de vehiculo (CPM
sangre; Vehiculo 357 ++ 113 frante a 267 2397 +- 383, y Vehiculp 1281 +- 312
frente a 2E7 5291 +- 885; ANOVA con ensayo posi-hoc LSD p<0,001 frente a
vehiculo).

Modelos Transgénicos de Reducclén de B-Amiloide del SNC

1. Carga de R-Amilolde después de una doslficacién de 4 semanas en
ratengs TASTPM de 2 meses ds edad

Se encerraron individuaimente ratones transgénicos TASTPM mache y hembra
{(APPawe x PS1.M146V daoble-mutantes, Howlett DR {2004} Brain Research 1017
{1-2) 130-138) can edades comprendidas entre 61 y 65 dias al inicio del estudio. Se
asignaron numeros iguales de rafones a cada grupe de tratamiento (N = 12 por

grupe) y se distribuyeron aleatoriamente de acuerdo con el sexg y la edad. Los
grupes de fratamiento comprencfan o sigufente: A MOPC21 (anticuerpo con
especificidad desconecida, Holton et al (1887} J.mmunol 139{(9) 3041-3048, control
negativo), B: 2E7 {anticuerpo de ensayc). Todos los anticuerpos se disolvieron en
PBS y se administraren por via intrapertoneal. Independientemente de! pesc del
animal, se administraron 300 pg de anticuerpe. Los ankmales recibieron |a

dosificacisn dos veces por semana durante cuatro semanas. Un dia despues de la
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dosificacion final, los animales se sacrificaran por una sobredosis con pentobarbital
sodico. Los cerebros se diseccionaron y se hemiseccionaron. Se recogiercn
muestras de cerebro hemiseccionado en tubos eppendor™ de 2 ml pesados
previamante v se congelaron inmediataments. Posteriormente, las muestras se
descongelaron, se volvieron a pesar y se afiadié 1 ml de guanidina HCI 5 M que
contenla comprimidos de Complete protease inhibitor™ (Boshringer Mannheim),
antes de homogeneizar las muestras y de incubarlas a 4°C durante un periodo =90
min con agitacion constante.

Después, las muestras se diluyeron 1 a 10 en tampdn de ensayo (Tris HC! 50 mM,
oH 7 4, NaCl 150 mM, Tween-20 al 0,05% + BSA al 1%}, se sometieron a agitacion
vorticial ¥ se centrifugaron a 20.000 G durante 20 min a 4°C. El sobrenadante se
retird y se afiadid como muestras por triplicade a la placa de ensayo.

Los niveles de AR40 y Ap42 se midieron usande el inmunoensayo
glectroguimioluminiscente basado en placas sensibles (BioVeris™] empleando
anticuerpos contra B-amiloide especificos del extremo C {contra AR40 o AR42)
marcados con el marcador especifico Oritag’™ para facilitar ta deteccidn
(Biaveris™) usados para capturar AF4D o AP42, junto con un anticuerpo contra Ap
especifico por &l extremo N bictinilado. Se capturaron complejos de anticuerpo-Ap
con perlas recubjerias con estraptavidina que se unen a los anticlerpos biotinilados
{Dynabeads™ | Dynal) incubadas durante una noche a temperatura ambiente con
mezcla vigorosa y se ensayaron en un foladetector BioWeris™ M. Se construyercn
curyas patrdn usando péptidos Ap40 y AR42 humanos en tampén de ensayo due
contenfa la concentracién requerida de Guanidina HCIL Los datos se analizaron
usando un software de andlisis estadistico Excel Robosage™ y los niveles de Ajl ¢o

expresaron como pmol'g de tejido.

En este paradigma, e tratamiento con anticuerpo 2E7 redujo Ja carga de Ap42 del
SNC en 37% {p=0,001) v la carga de AB40 del SNC an 23% {p<0,001).

En los estudios postericres an condiciones experimentales similares, el anticuerpo
2E7 redujo la carga de Apd2 del SNC en 38% (Estudio 1, sélo machos), 22%
(Estudio 2, no significative) ¥ 38% (Estudio 3, maches, p = 0,0601) y 13% (Estudio 3,

.
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hembras, ne significativo} en comparacién con los animales tratados con PBES. En
estos estudios, 2E7 tarmbién redujo la carga de Ap40 del SNC en 18% {Estudio 3,
machos, p = 0,017} y ofrecid una reduccion no significativa en Ap40 dal SNC an
258 {Estudio 1, sélo machos), <1% (Estudio 2) ¥ un aumento no significativo de 3%
(Estudio 3, hembras} en comparacién con los animales tratados con FBS.

2. Carga de p-Amlloide después de una doslflcacién_de 4 meses en
ratones TASTPM de 4 meses de edad

En resumen, a ratones transgénicos TASTPM de 4 meses de edad se les
adminisiraron 300 pg de anticuerpo Una o dos veces por semana a través de la via
intraperitoneal {i.p.). Después de 4 meses de dosificacian, se midieron los niveles
de p-amilcide del SNC por ELISA y se midid 2 carga O¢ placas por
inmunchistoquimica. Entre las edades de 4 y 8 meses, la carga de B-amiloide del
SNC aumenta exponencialmente y por consiguiente, se desarrclla répidamente |a
patologia de las placas (Howlett DR {2004) Brain Research 1017 (1-2) 130-136).

Se encarraron individuaimente ratones con edades comprendidas entre 120 vy 128
dias al inicio del estudio. Se asignaron nlmeros similares de ratones a cada grupo
de tratamiento (N=20 & 21 por grupo} ¥ se distribuyeron aleatoniamente de acu2rdd
con el sexo y la edad. Los grupes de tratamiento comprendian lo siguiente: A PBS
{vehiculo) administrado dos veces por semana, B: 2E7 administrado una vez por
sermana, C: 2EV administrady dos veces por semana, [ PBS administrado una vez
por semana. Se administrd una dosis de 300 microgramos (un volumen de 79
microlitros) de 2E7 por via intraperitoneal. Los animales tratados con vehiculo
recibieren el mismo volumen de PBS. Se administré |a desificacién a los animales
durante diecioche samanas, Los rafones TASTPM pusden suftic ataques
espontaneos y comao resultado varios animales murieran durante el transcurso del
gstudio. Los nlmercs finales fueron los siguientes A: 4 hembiras, & machos; Bl 5
hembras, 8 machos: C:; 4 hembras, 8 machas; D: 2 hembras, 9 machos. Dos o
clafro dias después de la dosificacién final (nimerps iguales por grupc) los
animales se sacrificaron por sobredosis con pentobarbital sodico. Se tomd una
muestra de 13 punta de la cola de cada ratén para confimar &l genctipo. Los
cerebros se diseccionaron y hemiseccionaron. El herisferic derecho se fi& por
inmersion en paraformaldehido al 4% y se procesd para un andlisis histolégico. El

e
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hemisferio izquierdo se recogid en tubos eppendarf™ de 2 ml pesados previamente,
se congeld en hielo sece y s amacend a -80°C para un analisis posterior del
cantenido de amiloide. Antes del analisis, se descongelaron muestras, se volvieron

- @ pesar y s& afladid 1 ml de guanidina HC| 5 M que contenia comprimidos de

Complete protease inhibitor™ (Boehringer Mannheim), antes de homogeneizar las
muestras y de incubarias a 4°C duranfe un periodo =8¢ min con agitacidn
cangtante.

Después, las muesiras se diluyeron 1 2 10 en tampon de ensayo {Tris HCI 50 mM,
pH 7.4, NaCl 150 mM, Tween-20 al 0,05% + BSA al 1%), se someliaron a agitacion
vorticial y se centrifugaron a 20.000 G durante 20 min a 4°C. Los sobrenadantes se
diluyeron adicionalmante 1:1000 y se afiadieron como mugstras por triplicade a la
placa de ensayo.

Los niveles de AB4D y Ap42 se midieron de la misma manera gue en el sstudio de
dosificacion de 4 semanas.

Se us6 un andlisis de varianza uiilizando como efectos fijados &l tratamiento, el
sexs v el programa de dosificacion incluido en el modelo. Tambign se incluysran
todas las interacciones entre los tres factores. No hubo diferencias significativas
entre los dos programas de dosificacion {una o dos veces por semana). Con este
disefio experimental, en primer lugar pudo evaluarse si habia alguna diferencia
significativa entre los programas de dosificacion y, en segundo lugar, come no
habfa ninguna de estas diferencias significativas, los datos de [os dos programas de
desificacion pudieron combinarse, aumentando de esta manera la potencia de
exparimento al duplicar & numero de ratones en el andlisis.

En esta paradigma, &l tratamisnto con anticuerpo 2E7 radujo la carga de AB42 del

SNC en 22.5% {p = 0,0152). Los niveles da AB40 del SNC también se redujeron en
12,1%, pero esta cifra no alcanzé significado estadistico (p=0,118).

Se realizd un andlisis inmunchistoquimica complejo de estas muestras para definir
el 4rea de tejitie carebral que mostraba patologia de placas. Se tomaron secciones
de la corteza al nivel de! nuicleo caudado v de la corteza al nivel de! hipocampo. Se
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tifieron 'as seccipnes adyacentes con un anticuerpo especifico para ARd0 o Apd2 o,
como altermativa, con el tinte de amiloide Rojo Congo. Usando un software de
analisis de imégenes, el drea de la seccidn tefida para |as placas se expresd como
un porcentaje del drea de la seceién total.

Después de |a fijacion, se cortaron en corona mitades de los cerebros sumergidas
en PFA an una matriz cerebral en secciones de 6 x 2 mm de espesor. Estas
secciones de 2 mm se denominaran secciones A a F, siendo A la mas rostral y F la
mas caudal. Las secciones A, By C y [, E y F se pusieron en casseftes de
inclusién separados numerados para cada animal. Los cagsettes $& mantuviaron en

PFA hasta que estuvieron listos para el procesamiento v ka inclusion.

La inclusién se realizé en un procesador de tejidos Citadel™ 1000 (Shandon).
Todos los tejidos recibieron el siguiente régimen de procesamiento:-

IMSal 70% - 1Hh

fMS al 100% —-3x1h

etanol al 100% -2 h

alcohol ispbutilico al 100% ; 1x2h; 1 x1.8h

Histoclear™ —2x 1,5h

Cara de parafina-2x2h

Después de finalizar el ciclo de procesamiento, las secciones de tejido incluldas en
cera se transfiferon a moldes de base rellenos de cera de parafina fundida y se
incluyeron utilizando un sistema de inclusitn de parafina Histocentre™ {Shandon). El
tejido se incluyd de tal forma que 1as secciones A, B y C entraron en Un molde; y las
secciones D, E y F en un segundo molde, Esto se hizo para todas las series da
Secciones, es decir, cada cerabro hemiseccionads dic come resuliadn dos bloques
de cera de tres secciones cada uno. Las secciones se pusieron en los moldes de tal
forma que la superficie caudal de cada pieza se convirtiera en la superficie de corte
futura. Se tuvo cuidado de asegurarse de que cada seccidn estaba bien apretada en
&l molde de forma que cada corte de microtomo se realizara en paraleln. Después, el
casselte de procesamiento perforado se puse cuidadosaments en cada molde, que
posteriormenta se llend con cera fundida. Los blogues incluidos despues se enfriaron
en la placa refrigerada hasta gue pudieron extraerse de los meldes. Los blogues se

"
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almacenaron a temperatura ambiente hasta gue se requirieron para realizar los
cortes con ef microlomo. Los bloques se corlaron &lsstoriamente y s pusieron
secciones de 5 micrémetros sobre portaohjetos recublertos con gelatina marcados
previameanta (Superfrost™, Erie Scientific Company). Se aplicaron dos seccignas en
cada portacbjetos. Siempre que fue posible, se mentaron secciones consecutivas y
los portachjetos se numeraron consecutivamente del 1 al 25. Se tomaron cincuanta
secciongs (25 portachjetos) de cada blogue. Los portaobjetos se Secaron en una
placa caliente y después se aimacenaron a temperatura ambiente hasta que se
utikizaron.

El analisis inmunohistoquimice se realizé en series de 30 portactjetos. En cada
portachietos, Ja seccion superior se marcéd con un anticuerpe AB40 (G30, policlonal
de conejo que raconcce x-40 f-amiloide), la seccidn inferior con el anticuerpo AB42,
206310, anticuerpo moncclonal que reconcce x-42 p-amilvide. Se marcé un minimo
de 5 secciones por anticuerpa y por blogue.

El marcaje se realizé como Se indica a continuacion. Después de retirar |a cera por
medio de Histotlear y alcoholes graduados, las secciohes se sumergieron en acido
férmico al 85% durante & Minutos y después se bloguearan en peroxido de hidrbgeno
al 0,3% durante 30 minuios para bloguear las peroxidasas endogenas. Se aplicaron
anticuerpos G30 y 20G10 durante una noche a diluciones 1:1000, dejandose las
secciones a 4°C. El revelade de las secciones se realizé con los anticlerpos
secundarios anti-cenejo ¥ anti-ratén biotinilados respectivos. E! desarrolle de color se
realizé con un kit de tincién de tetrahidrocloruro de diaminobencidina (DAB™, Vector
Labs). Las secciones se tiieron brevemente con un tinte de contraste de
hematoxilina de Maysr antes de hidratarse, aciararse y taparse oan uh cubrech)stos,

Las secciones se dejaron secar durante al menos 48 horas antes de observarse al
microscopio. Las imagenes se capturaren en un microscopio Leica DMRB™
eguipade con una camara digital. Las imagencs se analizaron usando el software
Gwin™ (L eica) y los resultados se presentaron como porcentaje del rea de seccion

que estaba marcada por &l anticuarpo contra AR,

.
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Se usé un andlisis de vartianza con tratamiento, sexo y programa de dosificacion
incluido en &l modelo como efectos fijades. Tambign se Incluyeron todas fas
intaracciones entre los tres factores. No hubo diferencias significativas entre 105 dos
programas de dosificacién {una o dos veces por semana). Con este disefio
experimental, en primer lugar se pudo evaluar si habla alguna diferancia
significativa entre los programas de dosificacion y, en segunde lugar, como ng
habja ninguna diferencia significativa, los datos de los dos programas de
dosificacién pudieron combinarse, aumentando de esta manera la potancia del

experimento al duplicar el nimerc de ratones en el analisis,

En este paradigma, el tratamienio con anticuerpe 2E7 redujo la patologia de las
placas como se mide con Un anficuerpo que reconoce AB42. La palologia de las
placas se redujo en 27.1% (p = 0,0026) en la corteza al nivel de! hipocampe y 43%
(p <0,0001) en la corteza al nivel del nicleo caudado. La patologia de placas
también se redyjo cuando s& midié con un articuerpo gue recenocia a Ap40, La
patclogia de placas $& redujo en 16,6% (p = 0,0421) en la corteza al nivel del
hipocampo ¥ 17.3% (p = 0,0342) en la corteza al nivel de| caudado.

NG se observd minglin indicio de micrehemorragia [determinada por Azul de Perls
Prussiar) en ningdn ratén en este estudio tratado con vehiculo o 2E7. Este método
vieualiza el hierro férrico (el hierro &% un constituyente &sencial de ta hemoglobina
gue lleva el oxigeno presente en los gldbulos rojos) produciendo un compuesto azul
insoluble. Todos los niveles de cerebro de todos los animales eran transparentes.

Modelos de ¢ognicidn
Daspuds de la dasificacion durante 4 meses de ratones TASTPM de 4 meses de

edad como se ha descrito anteriommente, estos ratones se sometierch a un nsayo
en dos modelos de cognicién: el ensayo de reconocimiento de objetos y &l ensayo
de acondicionamiento al miedo.

Ensayo de reconocimiento de objetos
El ensayo de reconccimiento de objetos explota la tendencia natural de los

animales & explorar nueves objetes vy se basa en la capatidad de los animales de
reconocer Un cbjete que han explorado previamente (objeto conccido). Se ha

XA
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nofificade que los ratones TASTPM de ocho meses de edad muestran una
deficiencia en la capacidad de distinguir entre objetos nuevos ¥ conocidos (Howlett
at al., 2004), lo que indica un rendimiento cognitivo alterade en estos animales. Sin
ambargn, en este estudio, 108 ratones TASTPM de B meses de edad tratados con
yvehiculo nc mostraron un deteriors cognitivo, es decir, pudieron distinguir entre
objetos nuevos y conocidos. Por Io tanto, no hubo posibilidad de investigar ningdn
efecto terapéutico patencial resultante del tratamiento con 2E7.

Ensaye da acondicionamiento 8l mieds
El modele de acondicicnamiente al miedo se disefid para ensayar la capacidad de

fos amimaiss de comelacionar un estimule dolorese previe con una sehal contextual

o de entrada y reconocenia cuande se presenta can el mismo contexto o sefial
después de un retraso de X horas. En este estudio, los ratenes TASTPM de 8
meses de edad tratagdos con vehicuio (Una o ¢os veces per sémanaj moslraren una
deficiencia en la diferenciacion contextual indicativa de un detericro cognitivo en
estos animales. Esta deficiencia no se vio afectada por el tratamiento con 2E7

cuando se administrd una ¢ dos veces por semana.

Dosifica¢lén durante 4 meses sn ratones TASTPM de 6 meses de edad

Este estudio implicé la administracién de 2E7 (300 g ip. dos veces por sémana) a
ratones TASTPM durante 4 meses, empezande a los 3 meses de edad. Los
animales de control reciblgron 1gG2A en PBS. Coma se ha descrito anteriomente,
los cerebros se diseccionaron y hemlsaccionaron. El hemisferio derecho se fijd por
inmersioh en paraformaldehido al 4% y se procest para la histologia. EI hemisferio
izquierde se recogié en tubos eppendorf™ de 2 ml pesados previamente, se
congelé en hielo seco v se almacené a -80°C para el andlisis posterior del

contenido da amiloide,

Se realizd un andlisis preliminar de una sola seccién de cada muestra de una
seleccion aleatoria de muestras de cerebro (n = 8 vehiculo, 1 = 7 grupo tratads con
2E7) por [HC usando e! misma protocole general que se ha indicado anteriormente.
E! analisis estadistico (ensayo t de Student) demuestra que hubo una reduccion
significativa en 1a carga de placas de AB42 en el tatamo (71.9%, p = 0,007} y en &l

%Yo
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talamo + corteza + hipocampo (54,1%, p = 0,022} en ratones que recibieron 2E7
pere sin camblos significativos en AB40.

Para la medicién bicquimica de AB40 y AP42 en cergbro, las muestras se
procesaron ¥ se midieron come se ha indicado anteriormente (factor de dilucién
1:10.000). AB42 se redujo significativamente (p = 0,01) en 28,9% en |os ratohes que
recibieron fa dosificacién de 2E7 (n = 1Z comiral, n = 16 tratades) Las
concantraciones de APR40 también se redujeron {(22,6%), pero esta reduccion ne
pudo alcanzar un significade estadistico (p = 0,052}

Clonacion de Regiones Varlables de Hibridoma

Secuencias de Regién Var{able

Se exirgjo el ARN total a partir de células de hibridoma 2E7 y despuas se
generaran secuancias de ADNe del dominio variable de las cadenas pesada y ligera
por transcripcién inversa ¥ reaccidn en cadena de la polimerasa {RT-FCR). El
cebador directo para 'a RT-PCR fue una mezcla de cebadores degenerados
especificos para secuencias Ifder del gen de inmunoglobulina murina y €l cebador

inverso fue especifico para las regiones constantes del anticuerpo, &n este caso
lgG2a de isotipo murino para la cadena pesada y kappa murina para la cadena
ligera. Los cebadores se disefiaron de acuerde con la estrategia descrita por Jones
y Bendig (BiofTechnology 9:88, 1681). La RT-PCR se realizé por duplicade para las
dos secuencias de la reqisn V para permitir la verificacién posterior de las
secuenciss de la regién V corectas, Los producios de |a regién V generados por
RT-PCR s& clonaron {invitrogen TA Cloning Kit) y se obtuvigron jos datos da

secuaencia.

Secuencia de Amincacidos de Vy de 2E7 {SEC ID N°*: 17)
EVKLVESGGGLYOPGGSLK SCAYSGFTFSDNGMAWYROAPRKGPEWIAFISNLA
YSIDYADTYTGRFTISRDNAKNTLYLEMSSLRSEDTAMYYCYSGTWFAYWGQGTL
YTVSA

Secuencia de ADN de Vy de ZE7 (SEC ID N* 18}
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GAGGTGAAGCTGGTGGAGTCTEGGEBAGGCTTAGTGCAGCCTGGAGGGTCC

CTGAAACTCTCCTGTGCAGTCTCTGGATTCACTT T CAGTBACAACGGAATGEL

GTGGGTTCGACAGGCTCCAAGGAAGGGGCCTGAGTGGATAGCGTTCATTAGT
AATTTGGCATATAGTATCGACTACGCAGACACTETGACGGGCOGATTCACCAT

CTCTAGAGATAATGCCAAGAATACCCTGTACCTGGAAATGAGCAGTCTGAGGT
CTGAGGACACGGCCATGTACTATTGTGTAAGCGBGACCTGETTTGCTTACTGG
GGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

Secuencia de Aminoacidos de V| de 2E7 (SEC |D N°® 19)
DWW TOTPLSLPYSLGDQASISCRYSQSLLHSNGY TYLHWYLQKPGQSPKLLIYRKY
SNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQTRHVPYTFGGGTKLEIK

Secuencia de ADN de V), de 2E7 ({S8EC ID N°. 20)
GATGTTGTGCTGACCCAAACTCCACTCTCCCTGCCTGTCAGTCTTGGAGATCAA
GCLTCCATCTCTTCCAGAGTTAGTCAGAGCCTTTTACACAGTAATGGATACACC
TATTTACATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCAAAGCTCCTGATCTAC
AAAGTTTCCAACCGATTTTICTGGGGTCUCAGACASGTTCAGTEGCAGTGEATC
AGGGACAGATTTCACACTCAAGATCAGCAGAGTGBAGGCTGAGGATCTGGGEA
GBTTTATTTCTGCTCTCAAACTAGACATGTTCCGTACACGTTCGGAGGGEGGGAC
CAAGCTGGAAATAAAA

En las secuencias de aminodcidaos estdn subrayadas fas Regiones Determinantes
de Complementariedad (COR).

Clonaclén s8ion de Jas Quimeras de 2E7

Se genard un anticuerpo 2E7 quimérico (2E7¢) que contenia las regiones ¥V murinas
parentaies injerfadas en fa (gG1 humana (Fc mutade (L2354, G237Ap para la
cadena pesada o regiones C kappa humanas para |a ¢adana ligera para expresar
material de anticuerpo racombinants qua pudiara usarse para confirmar la clonacién
correcta de regiones V murinas funcionales. Se cloné ADN gue codificaba regicnes
V de cadena ligera y de cadena pesada murinas de 2E7 y secuencias sefial
murinas enddgenas en fase en los vectores de expresion de mamifers RLD-bshe
(para la cadena pesada) y RLN-bshe (para la cadena ligera) que ya contenian

n
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regiones constantes humanas (Fc de 1gG1 mutado (L235A, G237A) o C kappa
humana, respeactivamente).

Elementos del vector de expresion RLD-bshe para la expresidn de la cadena

pesada:
Pares de Bases Descripcién del segmento de
ADN
0-1014 Fromotor (SY40/RSV)
1015 - 2442 Cadena pesada de anticuerpo
2443 - 2765 Poli A
2766 - 3142 Promotor de BG
3239 - 3802 DHFR
3803 - 4162 Poli A
4163 - 8322 Cadena principal total

5077 - 5937 (cadena complamentaria; Beta lactamasa
{a posicidn de los elementos y e tamafic total del vector indicado anteriormente
sélo tisnen fines ilustrativos ¥ dependeran del tamafio del inserto de la cadena de
anticuerpo}

Etementos del vector de expresion RLN-bshe para |a expresion de i cadena ligera;

Parss de Bases Descripcién  del sagmento

de ADM

0-1014 Promotor {(SV40/RSV)
1015- 1731 Cadena ligera de anticuerpo
1732 - 2051 Poli A

2388 - 2764 Promator de BG

2774 - 3588 Neomicina

3569 - 3876 Poli A

3877 - 6063 Cadena principal total

5077 - 5937 {cadena complementaria) Beta lactamasa
{la posici6n de les elementos y el tamafio total de! vector indicado anteriormente
s6lo tienen fines ilustrativos v dependerén del tamano del inserto de la cadena de
antlcusrpo)

49
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Se identificaron clones con las secusncias Wy ¥ VL clonadas cormectamente y se
prepararcn piasmidos para la expresion en células CHO de cultive en suspension.
El anticuerpa 2E7c expresada se purificd a partir de! sobrenadante ds cultive celular
por cromatografla de proteina A en un sistema FPLC, y después se ensayd la union
a AR por ELISA y SPR usando la tecnologia Biacore™. Los resultades indicaron
que 38 hablan clonado y expresado las regiones V de ratdn de 2E7 comectas,
dando como resultado un anticuerpe funcional con caracteristicas similares a las del
anticugrpo 2E¥ muring parantal,

Humanlzacidn de Cadena Ligera
Se sslecciond LUna secuencia aceptora humana con el Genpept 10 CAAS1135 (SEC

ID N° 24) y o} N° de acceso dej Genbank X72467, que tenia una identided de 77%
a nivel de los aminocacidos (incluyendo las CDR} como regidn de marco aceptora.
La construccidn Lt es un injerta de (as COR murinas del dominio YL de 2E7 en esta
regién de marco aceptora.

Humanizacién de Cadena ata

Se selecciond la secuencia bumana con el N® de acceso del Genbank MOB675
(SEC ID N* 213, un alelo del gen VH3-48 con una identidad de 74% & nivel de
aminoécidos {incluyendo las CDR 1 y 2) con la regitn pesada variable de raton de
2E7 como region de marco aceptora de cadena pesada humana junto con el
minigen JH4 humanp. Se disefiaron tres variantes de cadena pesada variable
humanizada basandose en la secuencia de MI9875 y JH4. H1 es un injerto de las
CDR murinas usando la definicion de Kabat con dos retromutaciones adicionales en
{a regién de marco en fas posiciones 93 y 84, H2 y H3 procedian de H1, pero
incorporaron una mutacidn de region de marco adicional que era diferente en cada
construccion: (posiciones 24 y 48 respectivaments; véase 1a Tabla 4).

Tabla 4
Construccién Regiones de Resto Hurmano Ratén
marcos {N? de
de plantilla Kabat)
H1 M99675 y 93,24 AYR VyS
JH4 respectivamente  respettivamente

-_‘_—h
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H2 H1 24 A v
H3 H1 48 V I

Construccién de ADN de Cadena Ligerd y Pesada Humnanizada
Se sintetizaron regiones V humanizadas de nove por acumulacion de oligos

solapantes y amplificacién por PCR. Se incluyeron sitics de restriccién para
clonaciin en veclorss de expresion de mamlfero RLD-bshe y RLN-bshe y
seclencias sefial de inmunaglobulina humana derivadas de |as regiones de marcos
acepioras humana elegidas. Después, se clonaron los ADN gue codificaban |as
regionas V humanizadas (H1 {SEG 1D N°: 27), H2 {SEC ID N% 28), H3 {SEC ID N°:
31), L1 {SEC 1D N°: 33)) junto con secuencias sefal y sitios de restriccion en fase
en vectores de expresidon de mamifero: H1, H2 ¥ H3 en RLD-bshe para generar
ADN que codificaba tres cadenas pesadas mutadas de Fc de !gG1 humana de
longitud completa conteniende cada una mutaciones [235A y G237A, H1 de
longitud completa (SEC 1D N°: 35), H2 de longitud completa (SEC ID N 37) y H3
de longitud completa (SEC 1D N° 393 L1 se clond en fase en RLN-bshe que
contenia el ADN que codificaba la region constante kappa humana para generar
ADN que codificaba una cadena ligera kappa humana de longitud completa (SEC
ID N 41},

Eiemplos Representativos de Expresién_de Combinaciones de Anficueipo de
Cadena Ligera ¥ Pesada Humanizadas

Se transfactaron de forma transitorla células CHOK1 a pequefia escala con todas
las combinaciones de construcclones de ADN de cadena ligera y pesada
humanizada; L1+H1, L1+H2, L1+4H3 (SEC ID N® 35 + 41, 37 + 41, 38 + 41} en
placas de 6 pocillos. Se cuttivaron hasta la confluencia células CHOK1 sometidas a
pases en DMEM F12, con 5% de suerc bovino fetal con un contenido de 1gG
ultrabajo vy glutamina 2 mM en placas de 6 pocillos, Las células confluentes se
transfectaron con un total de 7.5 pg de DNA: 30 pg de lipido Transfast (Promega)
&n medio Optimem Glutamax (Invitrogen). Las células transfectadas se incubaron a
37°C cen 5% de CO2. A las 72 horas, se recogieron los schrenadantes y se ensayd

la concentracién de anticuerpo vy después se ensayd la unién a AR humano por
ELISA. La regibh L1 humanizada combinada con las tres cadenas pesadas
humanizadas expresaron el anticuerpo completo que se unia 2 A humana,

O

.
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También se expresaron anticuerpos humanizados en transfecciones de células
CHOK1 transitorias a gran estala usando @ agmimstiation lipesornal de ADN {por
gjemplo, TransFast (Promegal) y expresidn en frascos de cultive. Para la
aptimizacién de los niveles de expresién en transfecciones transitorias, se usg una
relacion de ADN de vector de expresién entre cadena pesada y cadena ligera de
1:6. El material de la transfeccién transitoria se purificéd usando columnas ProSepA
o FPLC con columnas ProSepA HiTrap.

Evaluacion de Variantes Humanizadas de 2E7 H1L1, H2L1 y H3 L1 an ELISA
de Unidn a p-Amiloide

Se evaluaron variantes humanizadas H1L1, H2L1 y H3L1 de 2E7 con respacto & la
union al péptido AR humano {1-40) hictinilado en el exdremao C. B} 2E7 quimérico €0
usé como referencia. Las Tablas 5-7 muestran los resultados con diversos lotes de
material purificado a partir de las transfecciones transitorias a gran escala.

Tabla 5
ELISA mak GE; (pg/ml) Errar Tipico
Unlén a Ap Quimera de 2E7c 0,033 0,00144
H1L1 0,035 0.00142
H2L1 0,048 0.00202
H3L1 0,044 0,00105
Tabla &
ELISA mAb CE;, {ug/ml) Error Tiplco
Unién a Ap Quimera de 2ETc 0,043 0,00183
H1iL1 0,051 0,00764
H2L1 0,044 0,00191
H3L1 0,055 0,00054
Tabla 7
ELISA mab CE;; (pg/ml) Errar Tiplco
Unlén a A Quimera de 2E7c 0,044 0,00169
H1L1 0,047 0,00265
HZL1 0,041 0,00174
H3L1 0,040 0,00116

e
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Estos resultados indicaron perfiles de union a AR muy similares para cada una de
las variantes humanizadas derivadas de 2E7. La comparacién de los valores de
CESO con o 2E7C moshid una petuefia pérdida de actividad de unidn 2 AR que se
habia praducide a lo large del procese de humanizacién.

Comparacién de Variantes Humanizadas de 2E7 por ELISA competitivo
Se evaluaron anticuerpos quiméricos y humanizados de 2E7¢ H1L1, H2L1 y H3L1

con respecto a su capacidad de inhibir [2 unidn entre el péplido AP humano ¥ &l
MAb ZE7 de ratén parental en un ELISA competitivo,

Se establecieron dos tipos de ELISA competitivo para comparar la actividad de
unién a Ap de las tres variantes humanizadas en comparacién con el anticuerpa
guimnénco 2E7.

1) gramiloide inmovilizado, Se inmovilizé péptido AR (1-40) humano biotinilado a
través de estreptavidina en placas ELISA. Se afiadid anticuerpo 2E7 de ratén a una
concentracién constante unto con una setie de dilucidn de anticuarpos variantes
humanizados derivados de 2E7. Después se detectd & MAb 2E7 de ratén unide
con conjugado de |gG anti-ratén. La Tabla 8 muestra los resuitados de los dos

ensayos.

Tabia 8
Mab Experimento Expermento
competidor 1 2
Cls {pgfmi}  Error Tipico Gl {pg/ml)  Error Tipico
Quimera de 2E7c 1,31 0,20 1.29 0,13
H1L1 1,62 0,40 1,76 0,21
H2L1 1,28 0.26 1,66 0,28
H3L1 1,53 0,16 1,39 0,23

2} p-amifoide en solicidn; se preincubd una concentracién constante de B-amiloide
con una sefie de dilucién de variantes de anticuerpo 2E7 humanizado - se afiadic la
mezcla que incluia amiloide complajado y libre durante un corto pericdo de tiempo &
pocillos gue contenian MAb 2E7 de raton inmovilizado. Después se detectt la
cantidad de p-amiloide libre que aln estaba disponible para Ja union al MAR ZE7
parental inmavilizado. La Tabla 9 muestra los resultados de los dos ensayos.
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Tabla 9
MAb Experimanto Experimento
competidor 1 2
Cls (wgiml)  Error Tiplco  Cly, (pgéiml)  Ervor Tipico
Quimera de 2E7c 0.0582 0,006 - -
H1L1 0,114 0,014 0,140 0,024
H2L1 0,075 (3,000 0,115 0.014
HaL1 0,069 0.004 0,115 0,013

Todas las variantes de anticuerpo humanizado inhibfan la union del MAb 2E7 de
ratén al p-amiloide con un perfil muy similar, Los valores de Cls, generadas para las
variantes H2L1 y H3L1 fueron consistentemente préximes a los de |a quimera 2E7¢
{cuando se usd), que tenia la mayor actividad inhibidora en los dos ensayos. Sin
embarge, la variante H1L1 mostré una actividad inhibidora algo reducida en los dos
ensayos, indicando una posible afinidad llgeramente menor para &l f-amiloide.

Andlisis SPR Biacore™ de 2E7, 2E7c, H1L1, H2L1, H3L1

Se evaluaron los parametros cinéticos del MAb 2E7 de ratén recombinante, 2E7¢
quimérico ¥ las variantes humanizadas H1L1, H2L1 ¥ H3L1 que se unen al péptido
beta-amilolde humana {1-40) y {1-42) usando el anslisis Biacore™ en un Blacore™
3000. S& usaron dos formatos de ensayo diferentes.

Método A

fiy En resumen, se capturaron <20 unidades de resonancia de! péplido beta-
amiloide 1-40 {bictinkado en el extremo C) en un chip biosensor de astreptavidina
fcomo el usado para la Tabla 10A).

Los anticuerpos se diluyeron en tampén HBS-EP v se pasaron sobre la supearficie
de estreptavidina/beta-amilcide a concentraciones que variaban de 0,001 nM-8 nM
{para la Tabla 10A). Se realizaron dos procesos separados, cada proceso se realizé
en una nueva superficie de estreptavidina/beta-amiloide. Los procesos 1y 2 fugron
esencialmente iguales aungue hubo algunas diferencias en los parametres usados;
el proceso 1 se realizé usanda una superficie de chip en la que se capturaron 18
Unidades de resonancia de bets-amiloide, y se usaron concentraciones de
anticuarpo da 0,001 nM-8 nM, un tiempe de asociacién de 4 minutos v un tiempo de
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disociacion de 20 minutos a un caudal de 50 ul por minuto. Para ¢l proceso 2, se
capturaron menos de 10 RU de of heta-amilvide y se usaron concentraciones de
anticuerpo de 0,003125 nM-8 nM. El caudal y los tiempos de asociacion fugron
iguales a los del proceso 1, sin embargo el tiempo de disociacion se redujo a 15
minutos.

(i) Los beta-amiloides (1-40} y (142} se acoplaron a amina en diferentes
superficies de un chip biosensar CM5 a un nivel de <20 unidades de resonancia
{como se usa para |a Tahla 108).

Las anticuerpos se diluyeron en tampén HBS-EP y se pasaron sobre |a superficie
de bigsensor/beta-amiloide a concentraciones que variaban de 1 nM-64 nM (como
5 Usa para la Tabla 1083,

Métedo B

En el segundo caso se invirlid el ensayo, ya que primero se capturaron los
anticuerpos a un nivel de 1000-2500 unidades de resonancia en una superficie de
anticuerpo policlonal de 1gG anti-rafén (para el MAb 2E7 de ratén recombinante} o
una superficie con proteina A {para H2L1 humanizadeo) de un chip biosensor CM5.
El beta-amiloide {1-40) o {1-42) recién preparado se diluyd en tampdn HBS-EP y 84
pasé sobre la superficie con anticuerpo capturado a concentracicnes que variaban
de 4-500 nM (Tabla 10C y 10D).

En los dos métodas, |a regeneracion se realizé por un pulse de H:PO, 100 mM y
para la Tabla 10A los datos también se siguieron por un pulso de NaOH 50 mM. Se
demostrd que la superficie era estable y no se veia afectada por la regeneracion,
Todos los procesos utilizaron dobles referencias contra inyecciongs blance de
tampon. El andlisis se realzé usando el software de andlisis Biacoret

Blaevaluation versian 4.1.

Resuitados
Se usd el método A(i} para clasificar [0s anticuerpos por |os datos cinéticos de union

al beta-amiloide, Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 10A. Esto demuestra
que el Mab 2E7 parental tiene una KD de 36,1 pM para el beta-amiloide capturado
por estreptavidina. El anticuerpo de ratén-humano quimérico mostré una KD
ligeramente reducida de 45,8 pM y las construccicnes humanizadas varlan de 54

(x5



(H2L1} a 93,6 pM {H1L1}. En conclusién, esto demuestra que el procedimiento de
humanizacion habia sido muy satisfactorio y se habfa perdido muy poca afinidad.
Las retromutaciones adicionales introducidas para H2 y H2 tenlan un sfecto
pequedo pero benaficioso, aungue |as diferencias entre |as construcciones de H2 ¥

-B3 -

5  H3 estan dentro de |as desviacionas tipicas para estos experimentos.

Tabla 10A

Antlcuarpo 'rm ’kd KD {pm)

2E7 Procesa 1 ]1,6195 E.‘i?e-E 8
Proceso 2 1,69e6 7285 33,8
Media (SD)  [1,65e6 5,97a-5 36,1 (3.2)

c2E7 Procesa 1 1,34e6 G d44e-5 48,1
Proceso 2 1,386 5 65e-5 43,5
Media (SD) 1,326 5,10e-5 45.8 (3,3)

H1L1 Proceso 1 5,60e5 32e-5 95,0
Procesa 2 6.37e5 F.S?e-ﬁ 02,2
Media (SD) 5, 99e5 5,60e-5 93,620

Hz2L1 Proceso 1 0.91ed 5,76e-5 54,1

. Proceso 2 1,1e8 5,49e-5 4o 8

| Media {SD) 1,0566 5,63e-5 54,0 {5,9)

iH3L1 Proceso 1 B.24¢5 5,266-5 76,0

: Procesc 2 B 380 4,7 5e-5 572
Medla (S0)  [B27e5 5,47a-5 66,6 {13,3)

El métado Afiit se usé para confirmar que los dos restos amineacidicos adicionales
en &l extremo C del beta-amiloide (1-42) en comparacién con &l beta-amiloide (1-

10 40) no alteraban significativamente las propiedates de unidn de 2E7 y H2L1. Los
datos obtenidos

se muestran en |a Tabla 10B y confimaron esto.

Tabla 10B
Anticuerpo | Beta- ka kd KD
amifoide | (Ms"} | {s™) {PM)
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. 2E7 140 4,05e5 | 1,28e4 | 317
1-42 3,82e5 | 1,61e-4 | 3¥4

H2L1 14} 3,33e5 | 1,22e-4 | 366
1-42 3.40e5 | 1,558-4 | 456

El método B se Usé para negar |os efectos de avidez que padian versa en al primer
formato de ensayo. Los efectos de avidez, producidos por 10s dos dominios Fab de
una sola molécula de anticuerpo que se une sl misme tiempe a dos maléculas de

heta-amiloide atyacentes en |a superficie del biosensor (0

en formas multiméricas de beta-amiloide} aumentarian la afinidad aparente de la
unién. Las mediciones de afinidad obtenidas usando el métods B se muestran en la

Tabla 10C.

Tabla 10C

Anticuarpo | ka kd KD (nM)

(Ms"'} |{s"} Con Desvlacién

Tiplcan=23

2E7 2,83e5 | 4,28e-4 1,58

" £065e4 £0,55

0,545
H2L1 1,08e5 | 7,60e4 | 7,32

t + (3,50 1 1,64

0,27es

La prueba de gue este ensayo proporciond afinidades de unidn 1:1 verdaderas se
obtuvo cuando fragmentos Fab de H2L1, obtenidos por digestidn con papaina, se
unieron zl beta-amiloide {1-40) capturado con estreptavidina por un método similar
al método Afi) con una KO estimada de 2,4 nM.

El método B también se usé para confirmar que los dos restos aminoacidicos
adicionales en & extremo C del bata-amiloide (1-42) en comparacion con el beta-
amlloide {1-40) no alteraban significativamente las propiedades de unién de un clon
de secyencia idéntica al MAR 2E7 de ratén, denominado 2F11. Los datos obtenidos

=

7y
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se muestran en la Tabla 100,

Tabla 10D
Anticuarpo | Beta- ka kd KD
amnifoide | (Ms™)} | (s} | {(nM)
2F11 1-42 73065 | 2,74e4 [ 1.14
2F11 1-40 2,9985 | 3.92e4 | 1.31

En un estudio similar al estudio de mapea de epltopos &n 2E7 usando €l Ensayo de
Resonancia de Plasmon Superficial descrite anteriormente, H2L1 se comporté de
forma similar al 2E7 en la unidn al péptide que inclula los aminoacidos 1-12 (AB1,
SEC ID N*: 15) del péptido p-amiloide y no al péptide que incluia los amincacidos 2-
13 del péptido p-amiloide {AR2-13, SEC D N°. 44).

Actividad de H2L1 en e! Modelo de Salida de |"° B-Amiloide

Para comparar funcionalmente el H2L1 humanizado con el 2E7 monoclonal de
ratdn parental, los dos se ensayaron el mismo dia en el modelo de salida de I f-
amileide descrito anteriormente.

Tanta H2L1 como 2E7 aumentaron significativamente 1as cuentas por minuto (CPM)
en sangre en comParacién con un control de vehiculo. El recuento de CPM de
radiactividad en sangre fue el siguiente {Vehiculo: 1940+166; 2E7 1006511386,
H2L1 10913+1535). Los pardmetros estadisticos usados fueron ANOVA con
ensayo post-hoc |.SD. n = 7 vehlculo, n = 8 2E7, n = 6 H2L1, (p <0,001 para cada
sompuesto de ensayo Trente a vehicule).

Estos datos proporcionan pruehas adicionales de que el anficuerpo H2ZL1
humanizade ha retenide las propiedades funcionales mostradas con la molécula

Z2ET de raton.

Investigacién de la Farmacocinética de H2L1 y 2E7
Se investigé la vida media terminal del anticuerpo de ensayo en ratones. El

anticuerpc de ensayo se administré por una infusién intravenosa de 1 h a 4 ratones

para conseguir una dosis diana de 400 pg por ratén. Se tormaron muestras de

Aay
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sangre seriadas a partir de cada raton hasta 5 dias después de la dosificacion (un
raton del grupe de 2E7 no completo el estudio y uno del grupo de H2L1 se retirg del
andlisis posterior porque se hizo evidente que la dosis no se habia administrado
iv.). Los niveles de anticuerpo se midleron usando un ELISA de captura de B-
armiloide,

El an&lisis de los datos indica que el anticuerpe H2L1 humanizado tiene una vida
media terminal de aproximadamente 82 horas en ratones (Tabla 11}, que es
comparable a Ja del anticuerpe monoclonal de ratén parental 2EV
{aproximadaments 75 horas).

Tabla t1
Pardmetro Mediaz SO (n=3) |
Cmax {pgiml) 201+ 43 ]
Tmax (h) # 2,0{1,1-2,1)
CLp (mlfnfkg) 0901
t% (h) 8214
Vas (ml’kg} 94+ 12

# mediana & intervalo

Cméx Concentracidn méaxima en plasma observada.

Tmax Tiempo transcurrido hasta la concentracion maxima en

plasma abservada

Clp  Aclaramiento total en plasma; Dosis/AUC ..

|44 La vida media de fase terminal se determiné coma la relacian
de In2/z donde z es [a constante de la velocidad en fase
terminal: calculada usande un analisis de regresion finesl no
ponderado (después de la transformacidn logarftmica) de los
pares de concentracién-iempo que se produjeron después
dal inicin evaluado visualmente de la fase taminal de log-
lineal.

Vss  Volumen de distribucién en estade estacionario; CLp x MRT..

sy
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Efecto de H2L1 sobre |a carga de amiloide periférica en primates no humanos

de edad avanzada
Se realizd un estudic en monos OCyromolgus de edad avanzada (de

aproximadamente 1% afios) para investigar la relacidn de exposicion-respuesta con
respecto a la fomacidn de complejos de amiloide/H2L1 y el aclaramiente v |os
posteriores efactos sobre los niveles de amilclde del CSF v &l SNC. Se recogieron
muestras de sangre y de CSF lumbar (tomadas con sedacion con ketamina)
semanalmente, 3 semanas antes de administrar la 1* dosis de H2L1.
Inmediatamente después del muestreo en la semana 3, los animales recibieron
placebo (n = 10), 0,1 mafkg (n = 5). 1 ma/kg (n = 5) 0 10 mglkg (n = 10} de H2L1 y
después cada 2 semanas durante un periodo de 12 semanas. Se tomaron
semanalmente muesiras de sangre para realizar el analisis en plasma de H2L1 y

AR, total. Se recogieron muestras de CSF para la cuantificacion de APuee cada 2
semanas. Después de terminar el periodo de dosificacion, los animales se
sacrificaron para cuantficar en &l cerebro el beta-amiloide por andlisis bioguimico
como se ha descritc anteriormente y para investigar las microhemaorragias. En el
grupc de menor dosificacion (0,1 ma/kg), los animales se sacrificaron de forma
escalonada para evaluar el posible efecto del transcurso dsl tismpo en 08 niveles
gersbrales como consecuencia de la terminacidn de la dosificacién y, por lo tanto, la
saturacién de las reservas plasmaticas de amiloide,

Este estudio se aprobé por el Institutional Animal Care and Use Committee {IACUC)
de MACCINE Pte Ltd, o "Maccine” antes de iniciar la fase experimental. El nlimero
de protocolo de 1ACUC fue n® 08-2008. GSK ha realizado una visita al centro de
Maccine y ha revisado su proceso élice ¥ Jo ha considerado aceptabla.

Las muestras de plasma se diluyeron en serie 1:10 a 1:50000 y se afadieron a ARy
aplicade como un recubrimiento en placas ELISA. Se crearon curvas patrén que
varighan de 0—~10 pg/mt de H2L1 en diluyente. Después de una incubacion de una
noche a 4°C, H2L1 se visualizé usando '9G anti-humana-peroxidasa de rabano
picante {(Amersham — diluide 1:2000 en diluyente) y un sistema de deteccidn de
tetrametilbancideno. Después de una administracién iv en embolada individual y
repetida, los niveles plasmaticos de H2L1 parecian aumentar de una manegra
dependienta de |a dosis. No hubo indicios de ausencia de linealidad severa en Ja
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fanmacocinética, lo gue indica que para la mayor parte del intervale de dosificacion,
s& consiguieron concentraciones molares en exceso de H2L1 en & plasma en

comparacién con |os niveles de amiloide Fbre.

La A, total s& midié en plasma pure usando un kit ELISA Ap 1-42 disponible en el
mercado {Innogenetics) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, variando
las curvas patrén de 500-7 pg/ml creado en el diluyente del kit. Las muestras y los
patrones se incuban durante una noche a 4°C antes del ensayo por duplicado de
acuerdo con las instruccicnes del kit. Debe indicarse que debido a la Interferencia
del anticuerpo de deteccidn suministrado con &l ensayo de Aps:, este kit no puede
usarse para medir l0s niveles de APz libre, sing que mide el AR, 'total’ aparente.
Hube un aumento dspendiente de la concentracién y de la dosis en Afs: (Niveles
mantenidos de aproximadamente 300, 125 y 25 pgiml después de 10, 1 6 0,1 mg/kg
de H2L1 raspactivamente},

Por los datos del analisis, es probable que el aumento en el "Af.. total” se deba al
resultado de una salida significativa de amiloide del exterior de las reservas
plasméticas, que parecia dependiente de las concentraciones de HZL1 >1 pg/ml, y
no parecian ser el resutado de la ausencia de aclaramiento del complejo. Esto fue
svidente por la velocidad de eliminacion del Ap,;total as como la fluctuacién en los

niveles totales en un intervalo de dosificacion.

Hasta la fecha sélo se han completade y analizade totamente los analisis en
plasma. Sin embargo, los analisis preliminares indican que habia una tendencia
hacia la reduccién en gl CSF y hacia el aumento en el hipocampo del nivel de Ag42
‘total' (medida como se ha descrito anteriommente en general) después del
tratamiento con 10 mglkg de H2L1.

En algunas sectiones cerebrales, se detectaron pequefias areas de
microhemomagia como se muestra por el método de tincién con Azul de Perls
Prussian. Este método visualiza &l hierro férrico (el hiemo es un constituyente
esencial de la hemoglobina que lleva &l oxigeno presente en los glébulos rojos)
produciends un compuests azu! insoluble. Sin embarge, na hube ninguna dferencia
en la incidencia entre |os animales tratados con vehiculo y los tratados con farmaco.

o g
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Anélisis en Macacos Cynomolgus de edad avanzada de placas de bsta

amiloide en el cerebiro y del beta amilolde total en el plasma
En monos cynomolgus se han presentzdo parametros en liquido cefalorraguidec

(CSF) y en tejidos de la AD humana. Se ha demostrado que el mono cynomolgus
de edad avanzada tiene indicios de deposicitn de amiloides. (Covance, The

cynomolglis monkey as 8 model for Alzheimer's disease. En: Buse E, Habermann
G, Friderichs-Gromoll S, Kasperelt J, Nowak P andNlggemann K, editors. Poster
Presentation at the 44th Annual Meeting of the Society of Toxicology, New Orleans,
Louisiana, del & al 10 de marzo de 2005). L.a posibilidad de que H2L1 induzca una
respuesta inapropiada (tal como encefalitis} en un cerebro envejecido sa investigs
eh monos hembra que habian tenide crizs previamente de edad avanzada, de
aproximadamente 20 afics. Adem&s, también se investigh la seguridad, las
microhemorragias relacionadas con el tratamiento, la neutralizacién/aclaramiento
del material de ensayo, la hipersensibilidad y la enfermedad por complejos inmunes
después de la administracién intravencsa durante 8 semanas en intervalos de dos
semanas. Ademas, se analizaron los niveles de APu.: en muestras del SNC y de

sangre.

Disafic del Estudio

A grupos de 5 (grupo 1), 9 {grupo 2) o 10 (grupe 3) monos cynomolgus hembra
geriatricos se les administraron 0 {vehiculo), 50 6 100 mg/kg/dosificacién al dia de
H2L1 en vehiculo {4 mifkg) una semana si y ofra no durante un pericdo de 8
semanas, por via intravenosa, por medio de una administracién en embolada lenta.
El vehiculo consistia en acetato sodico trihidrato a 6,81 mgfml, edetato disddico
dihidrate a 0,0186 mg/ml, polisorbate 80 a 0,2 mg/ml y base L-Arginina a 10 mgfml,
v el pH fue de 5,5. Los niveles de dosificacion se eligieron para investigar niveles de
dosificacién que eran 5y 10 veces los nivelas de dosificacidn clinica deseada.

Las siguientes evalusciones se realizaron antes de la dosificacidn, diariamente
{(signos clinicos, peso corporal, consumo de alimentos), en la semana 4 y en |a
semana previa a |a necropsia: observaciones en el animal vivo, pesc corporal,
temperatura corporal, hematologia, quimica clinica {incluyendo el analisis del
liguido cefalorraquideo [CSF]), urianalisis ¥ determinacidn de citoquinas en C3F.
Después de la necropsia, se determinaron los pesos de los érganos, observacionas

06
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macroseépicas y observaciones microscopicas de! cerebro, médula espinal cervical
y lesiones generales en fodos los animales. Después de cada dosificacion se
realizd una evaluacion toxicocinética.

Resultados

No hubo muertes no programadas, ¥ no s¢ produjercn signos gue indicaran una
influencia del articulo de ensayo sobre el estado general de los animales a las dosis
administradas. Las Unicas cbservaciones destacadas en la patologla clinica
{thematologia y quimica del suero), segun se concluyd, estaban relacionadas con la
edad y no con el articulo de ensayo.

La exposicion sistémica a H2L1 (medida por AUC,. ¥y Cuaxd aumentd
aproximadamente en proporcién a la dosis. Para los dos grupas de dosificacién, no
hubo un cambio marcads {22 veces) en la exposicién sistémica entre |a 1? dosis ¥

Iz 42 dosis de los pericdos de muastreo.

Mo se detecté ningan signo de reaccionas inflamatorias en el cerebro detectadas
por andlisis del CSF, ¥ no hubo ningdn haliazge macroscdpics a micrascopico en la
necropsia gue suginera la influencia del articule de ensayo, especificaments no se
produjeron microhemorragias ni encefalitis.

Este estudio se realizé de acuerda con 1as regulaciones de |a Buena Practica de
Laboratorio como se indica en la Ley Alemana sobre Productos Quimicos, anexo 1
y 2 en el articulo 19a Chemikalien Gesetz, junio de 2002, los Principios de CECD
de la Buena Praciica de Laboratorio {revisado en 1997, expedido en enera de 1998)
ENV/MCICHEM (98) 17 v el Documento Consenso "The Application of the QECD
Principles of GLP to the Organisation and Management of Multi-Site Studies®
ENVAIMMONG{200219, Los estudios realizados de acuerdo con las regulaciones y
normas anteriores se consideraron aceptables para las autorldades reguladoras de
la FDA de Estados Unidos.

Andlisis de la Carga de Pfacas en el SNC
Los hemisferios cerebrales izquierdos de los macacos cynomolgus tratados con

vehiculo del estudio anterior se analizaron por inmunohistoquimica. Una seccidn en
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corona, a nivel del surco temporal medio gue contenla partes del giro dentado y del
hipocampo se procesd en cera como se ha descrito anteriormente. Para |a
inmunohistoquimica, 1as secciones se marcaran con un anticuerpo pan-Af (1E8,
anticuerpo monoclonal inducido contra A 13-27) @ con el anticuerpa AR42 (20610,
anticuerpo menoclonal que reconoce a Al x-42) y el marcaje se realizé como s& ha
indicado anteriprmente. Para cada seccitin se realizé un recuento visual del nimero
de placas. Los tejidos de los cinco monos cynomolgus tratados con wehlculo
mostraron indicios de placas de AR parenquimaticas. También hube indicios de AR
marcado cerebrovascular y AR intraneuronal.

Anaglisis de complejos de beta amiloide/anticuemo en plasma

Se realizé un andlisis bioguimico en muestras plasmaticas a partir de dos puntos de
tiempo {al final de las semanas 4 y 8 después de iniciar la dosificacion} de animales
gue recibigron 50 mg/kg (n = 3) o 100 mgtkg (n = 10} de HZL1 o controles que
recibieron vehiculo (n = 5). Se analizaron muestras duplicadas de 100 pl usando sl
kit ELISA de Ap 1-42 Innogenstics disponible en el marcado, incubadas durante una
noche a 4°C. Las muestras de control se analizaron tanto puras como a una
dilucién 1:10 {usando el diluyente suministrado), mientras que las muestras de los
animales que recibieron la dosificacién se ensayaron puras y a 1:25. Se analizaron
los vaiores de absorbancia posteriores, deduciéndose los valores de absorbancia
desconocidos en pg/ml usando curvas patron, y después se colrigiercn para
cualquier dilucién del ensayo. Los niveles plasmaticos totales de Ap42 obtenides a

partir de estas muestras se proporcionan en la Tabla 12 que se presenta mas
adelante (las cifras estdn en pgiml £ SE); todas las muestras de los animales
tratados con H2L1 contenian niveles significativamente mayores de Ap42 (p <0,001
por ansayo t de student) que en los grupos de contral.

Tabla 12
Semana 4 (pg/ml} | Semana 8§ {pg/ml)
Control {1:10) 104,1 £ 30,4 208+79
50 my/kg (1:25) 830,5 ¢ 79,1 6158+ 50,2
100 malkg {1:25) 1020,5 + 84 4 492 7 + 46,3

Los datos presentados se obtuvieron a partir de muestras no diluidas. Los

resultados de las muestras puras no se Usaron, ya que muchos puntos de dates
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eran mayores que el patron superior o debide a la limitacién del volumen de la
muestra, s6l0 s ensayaron comao un solo punto.

Proceso de produccidn
Pueden usarse vectores de expresion que codifican H2L1 y unirse operativamente

a marcadores de seleccidn amplificables tales como la DHFR o la glutamina
sintetasa para transfectar o transducir lineas de célulag CHO parentales apropiadas
(por ejemplo, CHODG44 o CHCK 1) para preducir lingas celulares modificadas por
ingenieria genética adecuadas para la produccién de anficuerpos monaclonales a
gran escala {como revisién, véase Bebbington and Hentschel DNA Cloning Volume
Ilf; A practical approach {editado por Glover DM) {Oxford IRL press, 1987). Para
aumentar 10s niveles de expresidn, la secuencia codificante puede optimizarse con
respecto a sus codones para evitar motivos de secuencia de actuacion cis y
contenidos extremos de GC (altos o bajos). Las SEC. ID N% 42 y N% 43 ilustran
esta sscuencia codificante para la cadena pesada M2 y la cadena ligera L1. La
produccién a gran escala puede realizarse en biorreactores de depdsito de
agitacién usando medio sin componentes de crigen animal, seguido de purificacién.
Esto puede comprender la clarificacion del material recegide, seguido de
cromatografia de afinidad en protelna A, y la purificacién adicional usando
intercambic i6nico (por ejemplo, catidnico) y operaciones en unidades de
cromatografia de mode mixo {por ejemplo, hidroxispatita ceramica). La
nancfiltracion para la eliminacion de virus se continda por una etapa de
ultrafiltracién/diafiltracién final que permite una formulacién adecuada para la via de
administracién deseada.

Ejemplo de Fermulacién farmacéutica

Ingredients Cantidad (por ml}
H2L1 50 my

Acetato sédico trihidrato 6,81 mg
Polisorbate 80 0,20 mg

Bas& arginina 10,00 mg

Cloruro sodico 3.00 mg

0
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Edetato disddico dihidrate  0,0186 mg

Acido clorhldrico cs para dar pH 5,5
Agua para inyeccion Hasta 1.0 mi
Mitrégens Hasta rellenar el espacio superior

Secuencias de Aminoacidos de regicnes V de Marcos Aceptoras y Variantes

Humanizagas

Regién V de marco aceptora de cadena pesada de MS9675, secuencia de
aminoacidos (SEC 1D N°: 21)
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVROAPGKGLEWYSYISSS
SSTIVYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR

ADN de regitn V de marco aceptora de cadena pesada de M39675 (SEC 1D N°:
22)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGEGGGTCG
CTGAGACTCTCCTOTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGCTATAGCATGAAC
TGGGTCCGCCAGGOTCCAGCGAAGGBGCTGCAGTGGGTTTCATACGATTAGTA
CTAGTAGTAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCT
CCAGAGACAATGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCC
GAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGA

Secuencla de aminpacidos de reglén V de marco aceptora de cadena ligera de
CAAS1135 (SEC ID N* 24}
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRSSQSLLHSNGY NYL DWYLOKPGQSPQLLIYLG
SNRASGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGYYYCMOQALOTPWTFGQGTKVE!
K

ADN de regién V de marce aceptora de cadeng ligera de CAAS51135 (SEC ID
NY: 25}
GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCUTGGAGAGCC
GGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCATAGTAATGGATACA,
ACTATTTGGATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATC
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TATTTGGGTTCTAATCGEGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGG
ATCAGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTG

GGGTTTATTACTGCATGCAAGCTCTACAAACTCCETGBACGTTCGECCAAGGE
ACCAAGGTGGAAATCAAA

Variante H1 de regién V de cadena pesada humanlzada, secuencla de
aminodcidos (SEC ID N°: 26)
EVOLVESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTFSDNGMAWYRQAPGKGLEWWSFEISNL
AYSIDYADTVTGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCVSGTWFAYWGQGT
LVTVSS

Secuencia codificante de ADN de variante H1 de regién V de cadena pesada
humanizada (SEC |D N°: 27)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGCGGAGGCTTGETACAGCCTGGEGGGTCC
CTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGBATTCACCTTCAGTGACAACGGAATGGE
GTGGGTCCGLCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTTICATTCATTAGT
AATTTGGCATATAGTATCGACTACGCAGACACTGTGACGGGCCGATTCACCAT
CTCCAGAGACAATGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG
CCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGTCAGCGGCGACCTGGTTTGCTTACTGE
GGCCAGGGCACACTAGTCACAGTCTCCTCA

Variante H2 de regién V de cadena pesada humanlzada, secuencia de
amincacidos {SEC ID N°: 28)
EVQLVESGGGLYQAPGGSLRLESCAVSGFTFSDNGMAWYRQAPGKGLEWWEEISNL
AYSIDYADTVTGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCYSGTWFAYWGQGT
LVYTVSES

ADN de varlante H2 de regi6n V de cadena pesada humanlzada (SEC 1D N°: 29)
GAGGTGCAGCTGRTGGAGTCTEGEGGAGGCTTGETACAGCCTGGGGGGETCC
CTGAGACTCTCCTGTGCAGTCTCTGGATTCACCTTCAGTGACAACGGAATGGE
GTGEGTCCECCAGGCTCCAGGBAAGGGGCTGGAGTGGGTTTCATTCATTAGT
AATTTGGCATATAGTATCGACTACGCAGACACTGTGACGGGCCGATTCACCAT
CTCCAGAGACAATGCCAAGAACTCACTECTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAS
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CCCAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGTCAGCGGGACCTGGTTTGCTTACTGG
GGCCAGGGCACACTAGTCACAGTCTCCTCA

Vatlante H3 de region V de cadena pesada humanizada, secuencia de
amlnoacidos {SEC ID N°: 30)

EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGF TFSDNGMAWYVRQAPGKGLEWISEISNL
AYSIDYADTVTGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCVSGTWEAYWGQGT
LVTVES

ADN de variante H3 de reglén V de cadena pesada humanizada {SEG ID N° 31)
GAGGTGCAGCTRGTGEAGTCTGGGGGAGGCTTIGGTACAGCCTEGGGGEETCC
CTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTGACAACGGAATGGEE
GTEGRGTCCGOCAGGCTCCAGRGAAGGGGCTGGAGTGBATCTCATTCATTAGT
AATTTGGCATATAGTATCGACTACGCAGACACTGTGACGGGCCGATTCACCAT
CTCCAGAGACAATGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG
CCGAGBACACGGCTGTGTATTACTGTGTCAGCGGGACCTGGTTTGCTTACTGE
GGCCAGGGCACACTAGTCACAGTCTOCTCA

Secuencia de amincécidos de variante L1 de region V de cadena llgaera
humanizada {SEC ID N*: 32)
DIVMTQSPLSLPVTPGEPASISCRVSOSLLHSNGYTYLHWYLOKPGQSPOLLIYKY
SNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDYGVYYCSOQTRHVEYTFGGGTKVEI
K

ADN de variante L1 de regidn V de cadena ligera humanizada {SEC ID N°: 33)
GATATTGTGATGACTCAGTCTCCACTCTCCLTGLOCETCACCCLTGGAGAGCC
GGCCTCCATCTCOTGCAGAGTTAGTCAGAGCCTTTTACACAGTAATGGATACAC
CTATTTACATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTA
TAAAGTITCCAACCGATTTTCTEEGBTCCCTGACAGGTTCAGTGGUAGTGGAT
CAGGCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTTGGG
GTTTATTACTGCTCTCAAACTAGACATGTTCCGTACACGTTCGGUGGAGGGAC
CAAGGTGGAAATCAAA

A4
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Secuencia de aminoacidos de cadena pesada de H1 madura (Fc mutado,
mutacidn doble en negrita) (SEGC 1D N*: 34}
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDNGMAWVRQAPGKGLEWWVSFISNL
AYSIDYADTVTGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCYSGTWEAYWGQGT
LVTVSSASTKGPSYFPLAPSSKSTSGGTAALGCL VKDYFPEPVTVSWNSGALTSG
VHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTOTYICNYNHKPSNTKYDKKVEPKSCDK
THTCFPCPAPELAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNW
YVDGEVEVHNAK TKPREEQYNSTYRVVSVE TVLHQDWIL NGKEYKCKYENKALPAR!
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLYKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKT TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHY TQKSLSL
SPGK

ADN de longitud completa de H1 (SEC ID N°: 35)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGG
GGGAGGCTTGGETACAGCCTGGGEGETCCCTCAGACTCTCCTETGCAGCCTCT
GCATTCACCTTCAGTGACAACGGAATGE
COTGGETCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTEGAGTGGGTTICATTCATTAG
TAATTTGGCATATAGTATCGACTACGCA
GACACTOTGACGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAATGCCAAGAACTCACT
GTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGC
CGAGGACACGGCTOTETATTACTGTGTCAGCGGGACCTGGTTTGCTTACTGGG
GCCAGGGCACACTAGTCACAGTCTCCT
CAGCCTCCACCAAGGGCLCATCGETCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAG
CACCTCTGGGEGEGCACAGCGGCCCTGGGO
TGCCTGGETCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGBTGTCGTGGAALTCAG
GCGCCCTSACCAGCGGCGTGCACACCTT
CCCGBCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCG
TGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGA
CCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAA
GTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACT
CACACATGCCCACCGTGCOCAGCACCTGAACTCGCGGGGGCACCGTCAGTET
TCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACAC
CCTCATGATCTCOCGGACCCOTGAGBTCACATEUGTGETGGTGGACGTGAGE
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACT
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GGTACGTGCACGGCGTEGAGGTGCATAATGUCAAGACAAAGCCGCGGGAGGA
GCAGTACAACAGCACGTACCGTGTEGTC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGCAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAGCCCTCCCAGC
CCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAG
GTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATG
AGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCE
AGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGC
AATGGGCAGCCOGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCOTGCTGGACTCCG
ACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCT
CACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTICTCATGETCCGTG
ATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACA
CGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAA

Secuencia de aminoicldos de cadena pesada de H2 madura (Fc mutado,
doble mutacian en negrita) (SEC ID N°: 36)
EVOLVESGGGLYOPGGSLRLSCAVSGF TFSDNGMAWYVROAPGKGLEWVSFEISNL
AYSIDYADTVTGRFTISRDNAKNSLYLOQMNSLRAEDTAVYYCVSGTWEAYWGQGT
LVTVSSASTKGPSYFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPYTYSWNSGALTSG
VHTFPAVLQOSSGLYSLSSVVTVPSSSLETATYICNVNHKPSNTKYDKKVEPKSCDK
THTCPPCPAPELAGAPSVFLFRPPKPKDTLMISRTPEVTCWWYDYSHEDPEVKFNW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSYLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGOPREPOVYTLPPSRDELTKNOVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPE
NNYKTTPPYLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNYVEFSCSVMHEALHNHY TQKELSL
SPGK

ADN de lengitud completa de H2 {SEC ID N°: 37)
GAGGTGCAGCTGRTGGAGTCTGGGGBAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCL
CTGAGACTCTCCTGTGCAGTCTCTGGATT
CACCTTCAGTGACAACGGAATGGCOTGGGTCCBCCAGGCTCCAGGGAAGGEG
CTGGAGTGGGTTTCATTCATTAGTAATT
TGGCATATAGTATCGACTACGCAGACACTG TGACGGGCCGATTCACCATCTCC
AGAGACAATGCCAAGAACTCACTGTAT
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CTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGTCAG
CGGCACCTGGTTTGCTTACTGGGGOCA
GGGCACACTAGTCACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCE
COCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCT
CTGGGGGCACAGCGGCCCTGGGLTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACC
GGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCC
CTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGLTGTCOTACAGTCCTCAGGACTCTA
CTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCC
CTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCA
GCAACACCAAGETGGACAAGAAAGTTG
AGCCCAMTCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAA
CTCGLGGGGGCACCGTCAGTCTTCCTC
TTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCAC
ATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGA
AGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCCTEGAGGTGCATAAT
GCCAAGACAAAGCCOCGGGAGGAGCAGT
ACAACAGCACGTACCBTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACLAGBALTG
GCTGAATGGCAAGCGAGTACAAGTGCAAG
STCTCCAACAAMAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAA
AGGGUAGCCCCGAGAACCACAGOETGTA
CACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACC
TGCCTGGTCAAMMGGCTTCTATCCCAGCS
ACATCGCCGTEGAGTGGRAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGAT
CACGCCTCCCBTGCTGGACTCCGACGGE
TCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGCACAAGAGCAGGTGGLAGCAGGG
GAACGTCTTCTCATGCTCCSTGATGCA
TGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCSTCTCCCTETCTCCGGGTA
AA

Secuencia de amlinoacidos de cadena pesada de H2 madura {(Fc mutado,
mutaclén doble en negrita) (SEC ID N°: 38)

EVQLVESGGGLYQPGGSLRLSCAASGFTFSDNGMAWYVRQAPGKGLEWISEISNL
AYSIDYADTVTGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCVSGTWEAYWGQGT
LVTVSSASTKGPRSYFPLAPSSKSTSGG TAALGCLVKDYFPEPVYTVSWNSGALTSG
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