ANTICUERPO BIESPECIFICO CONTRA a-SYN/IGF1R Y USO DEL MISMO

CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un anticuerpo biespecifico contra
alfa-sinucleina e IGF1R, a una composicion farmacéutica para la prevencion
y/o el tratamiento de sinucleinopatias (a-sinucleinopatias) que incluye el
anticuerpo biespecifico, y a un método para detectar agregados de alfa-
sinucleina o proporcionar informacién para el diagnéstico de alfa-

sinucleinopatias que incluye el anticuerpo biespecifico.

TECNICA RELACIONADA

La alfa-sinucleina (a-sinucleina, a-syn) se expresa principalmente en
los terminales presinapticos de las neuronas, y es un mondémero desplegado
de manera natural en condiciones normales. La alfa-sinucleina ayuda a
regular la liberacion de dopamina, que es una clase de neurotransmisor
importante que controla el inicio y la detencion de los movimientos voluntarios
o involuntarios. Particularmente, la funcién de la alfa-sinucleina es importante
con el aumento de actividad sinaptica y el envejecimiento, y es un factor

importante de neurodegeneracion.

Sin embargo, en el estado patoldgico, la alfa-sinucleina experimenta
cambios estructurales a través de la union e interaccion con gotitas, bicapas
fosfolipidicas o0 membranas lipidicas para formar una estructura secundaria
plegada o a-helicoidal plegada. Una estructura secundaria de este tipo forma
agregados que comprenden moléculas en forma de dimeros, oligdbmeros y/o

fibras.



Se ha sabido que estos agregados de alfa-sinucleina inducen toxicidad
a las células, y son el principal componente de un agregado proteico andmalo
de cuerpos de Lewy que se hallan en neuronas de enfermedad de Parkinson
(PD), demencia por enfermedad de Parkinson (PDD), atrofia multisistémica
(MSA), demencia con cuerpos de Lewy (DLB) y diversas enfermedades.
También se sabe que las modificaciones posteriores a la traduccién de alfa-
sinucleina, tales como fosforilacion o ubiquitinacion, también estan asociadas
con la agregacion y neurotoxicidad de alfa-sinucleina. Se ha sabido que la
alfa-sinucleina destruye las neuronas dopaminérgicas y provoca reacciones
inflamatorias en experimentos con animales y experimentos con células, y
provoca sintomas motores similares a la enfermedad de Parkinson en
animales de experimentacion. Ademas, se ha sabido que la agregacion de
alfa-sinucleina esta relacionada con una etiologia de un grupo de
enfermedades neurodegenerativas denominadas a-sinucleinopatias, que
incluyen enfermedad de Parkinson, demencia por enfermedad de Parkinson,
demencia con cuerpos de Lewy, atrofia multisistémica y muchas otras

enfermedades neuroaxonales.

Se han propuesto anticuerpos contra alfa-sinucleina o fragmentos de
alfa-sinucleina que inducen tales anticuerpos como métodos de
inmunoterapia contra la enfermedad por sinucleina. Sin embargo, la
penetracion del cerebro por parte de los anticuerpos puede estar limitada por

la barrera hematoencefalica (BHE).

Ademas, la deficiencia de transportadores de la BHE altamente
especificos ha retrasado el desarrollo de nuevos productos terapéuticos vy
pruebas diagnosticas para enfermedades que se originan en el cerebro, que
incluyen tumores cerebrales y enfermedades neurodegenerativas. Existe
claramente una necesidad de un método para suministrar moléculas
terapéuticas y diagndsticas a una dosis farmacéuticamente eficaz al cerebro

sin alterar la fisiologia y la homeostasis de la BHE.



DESCRIPCION DETALLADA
PROBLEMA TECNICO

Una realizacidn de la presente invencion proporciona un anticuerpo
que comprende una region de union a antigeno contra alfa-sinucleina (a-Syn)
y una regién de unidn a antigeno contra IGF1R, o un método para preparar el

anticuerpo.

Otra realizacion proporciona un polinucleétido que codifica para el
anticuerpo, un vector recombinante que comprende el mismo y una célula

recombinante que comprende el mismo.

Una realizacién adicional proporciona una composiciéon farmacéutica
para la prevencion y/o el tratamiento de alfa-sinucleinopatias, que comprende
el anticuerpo biespecifico contra a-Syn e IGF1R y un excipiente

farmacéuticamente aceptable.

Se proporciona un método para suministrar farmacos usados para el
diagnostico, tratamiento o la prevencion de alfa-sinucleinopatias al cerebro,
usando el anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno de la presente

invencion.

Una realizacion de la presente invencion proporciona un anticuerpo
contra IGF1R (receptor del factor de crecimiento similar a insulina 1) o un
fragmento de wunibn a antigeno del mismo, que puede reconocer
especificamente IGF1R sin afectar a la union del ligando de IGF1R, y realizar

transcitosis sin inhibir la transduccion de senales a través de IGF1R.

En otra realizacion, se proporciona un polinucledtido aislado que
codifica para un anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de unién a antigeno del

mismo segun la presente invencion.



En otra realizacidn, se proporciona una composicion para el suministro
de una sustancia fisiolégicamente activa para su paso a través de la barrera
hematoencefalica, que comprende un anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de

unién a antigeno del mismo segun la presente invencion.

Otra realizacion de la presente invencion es proporcionar un
transportador de la barrera hematoencefalica en el que un anticuerpo anti-
IGF1IR o fragmento de unién a antigeno del mismo segun la presente
invencion suministra una sustancia fisiologicamente activa, por ejemplo una
sustancia fisiolégicamente activa que actua en un cerebro para su paso a

través de la barrera hematoencefalica a través de IGF1R a un cerebro.

En otra realizacion, se proporciona un suministro de complejo de
proteinas para su paso a través de la barrera hematoencefalica a un cerebro,
en la que un anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de unién a antigeno del
mismo segun la presente invencion forma un conjugado con una sustancia
fisioldgicamente activa, por ejemplo una sustancia fisioldgicamente activa que

actua en un cerebro.

En otra realizacion, se proporciona un método para detectar IG1R en
una muestra bioldgica, que comprende una etapa de proporcionar un
anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de unién a antigeno del mismo segun la
presente invencion y poner en contacto el anticuerpo anti-IGF1R o fragmento
de unidn a antigeno con una muestra bioldgica cuya expresion de IGF1R va a

detectarse.

Una realizacién proporciona un método para suministrar una sustancia
fisioldgicamente activa usada para el diagnostico, tratamiento o la prevencion
de enfermedad cerebral para su paso a través de la BHE hacia el cerebro
interno, usando un anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de union a antigeno

del mismo segun la presente invencion.



SOLUCION TECNICA

A continuacion, en el presente documento, la presente invencion se

describira con mas detalle.

En el presente documento, “anticuerpo” significa una inmunoglobulina
completa en cualquier isotipo, o un fragmento de unién a antigeno, que
puede competir con un anticuerpo completo por la union a un antigeno diana.
Por ejemplo, incluye anticuerpos quiméricos, humanizados, completos
humanos o biespecificos, o sus fragmentos de union a antigeno. El
anticuerpo es una clase de proteinas de union a antigeno por si mismo.
Generalmente, el anticuerpo completo comprende al menos dos (2) cadenas
pesadas de longitud completa y dos (2) cadenas ligeras de longitud completa,
pero en algunos casos, el anticuerpo puede comprender solo cadenas
pesadas. Los anticuerpos incluyen anticuerpos monoespecificos que se unen
especificamente a una diana y anticuerpos multiespecificos (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos y anticuerpos triespecificos) que se unen

especificamente a multiples dianas.

El anticuerpo también incluye un anticuerpo monoclonal y un
anticuerpo policlonal, y el anticuerpo monoclonal puede ser un anticuerpo
aislado que se une especificamente a IGF1R, tal como un anticuerpo humano,
un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico. El anticuerpo
monoclonal es un anticuerpo aislado que se une especificamente a IGF1R,

en forma de subtipo I1gG1, IgG2, 1IgG3 o 1gG4.

En el presente documento, “cadena ligera” incluye una cadena ligera
de longitud completa y sus fragmentos que tienen una secuencia de region
variable para proporcionar suficientemente especificidad de unién a un
antigeno o epitopo. La cadena ligera de longitud completa comprende un

dominio de region variable VL y un dominio de region constante CL. El



dominio de region variable de cadena ligera esta presente en un extremo N-
terminal de un polipéptido de cadena ligera. Las clases de cadena ligera

incluyen las cadenas kappa y lambda.

Tal como se usa en el presente documento, el término “regiones
determinantes de complementariedad (CDR)” se refiere a una region que
otorga especificidad de union a antigeno entre las regiones variables de un

anticuerpo.

En el presente documento, “cadena pesada” incluye una cadena
pesada de longitud completa y sus fragmentos que tienen una secuencia de
region variable para proporcionar suficientemente especificidad de union a un
antigeno o epitopo. La cadena pesada de longitud completa comprende un
dominio de region variable VH y tres (3) dominios de regidn constante CH1,
CH2 y CH3. El dominio VH esta presente en el extremo N-terminal de un
polipéptido de cadena pesada y el dominio CH esta presente en un extremo
carboxilo-terminal, y CH3 se posiciona lo mas proximo al extremo C-terminal.
La cadena pesada incluye IgG (que incluye los subtipos 1gG1, 1gG2a, 1gG2b,
IgG3 y IgG4), IgA (que incluye los subtipos IgA1 y IgA2) y los isotipos de IgM
y IgE.

El anticuerpo puede seleccionarse de todos los subtipos de
inmunoglobulinas (por ejemplo, IgA, IgD, IgE, IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4),
IgM, etc.). La forma de IgG del anticuerpo puede ser del subtipo 1gG1, 1gG2,
IgG3 o 1gG4, por ejemplo subtipo IgG1 o IgG2. El anticuerpo de tipo IgG
comprende dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras, y cada cadena
pesada y cadena ligera se combinan a través de enlaces disulfuro para
formar dos dimeros de cadena pesada-cadena ligera, y las dos cadena
pesada-cadena ligera formadas se unen a través de un enlace disulfuro a la
region Fc de la cadena pesada. La forma de IgG del anticuerpo comprende

un anticuerpo de una sola diana que selecciona como diana un antigeno, que
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incluye sitios de unidn a antigeno para el mismo antigeno en ambos
constructos de cadena pesada-cadena ligera, o anticuerpo biespecifico que
selecciona como diana dos antigenos, que incluye sitios de unién a antigeno

para antigenos diferentes en los constructos de cadena pesada-cadena ligera.

Los anticuerpos segun la presente invencidon incluyen anticuerpos
biespecificos, anticuerpos completos, minicuerpos, anticuerpos de dominio,
miméticos de anticuerpo (o anticuerpos sintéticos), fusiones de anticuerpo (o
conjugados de anticuerpo), fragmentos de los mismos y combinaciones de
los mismos, pero sin limitarse a los mismos. Las estructuras de diversos
anticuerpos se dan a conocer adicionalmente a continuacion en el presente

documento.

En la presente invencion, por ejemplo, “variante” de un polipéptido, tal
como un fragmento de unién a antigeno, proteina o anticuerpo, es un
polipéptido en el que se produce la insercion, delecidn, adicion y/o sustitucion
en uno o mas residuos de aminoacido en comparacion con otras secuencias
de polipéptido, e incluye polipéptidos de fusion. Por ejemplo, algunos de los
anticuerpos incluyen sustituciones de aminoacido conservadoras en uno o
mas residuos de la secuencia de CDR, cadena pesada o ligera o region

variable.

El término “derivado” de un polipéptido en la presente invencion
significa un polipéptido que esta quimicamente modificado a través de
conjugacion con otros restos quimicos, y es diferente de variantes de

insercion, delecion, adicidn o sustitucion.

Los anticuerpos de Ila presente invencidon pueden generarse Yy
seleccionarse a partir de ratones transgénicos, por ejemplo aquellos descritos
anteriormente, en los que a los ratones se les introduce el gen que codifica

para los AcM humanos especificos de antigeno que tienen la especificidad



deseada usando tecnologia de hibridoma. Tales anticuerpos pueden clonarse
y expresarse usando vectores y ceélulas huésped apropiados, o los
anticuerpos pueden recogerse a partir de células de hibridoma cultivadas.
Ademas, el anticuerpo puede derivarse a partir de una biblioteca de
presentacion en fagos. La tecnologia de presentacion en fagos es un método
que imita un tipo de inmunoseleccion seleccionando un repertorio de
anticuerpos en la superficie de un bacteriéfago filamentoso y seleccionando
la union de fagos a un antigeno deseado a partir de los mismos. Para una
técnica de este tipo, puede hacerse referencia a una realizacion de la
presente solicitud o en el documento WO1999/010494. En una realizacion, el
anticuerpo contra IGF1R humanizado de la presente invencidn se selecciona

a través de un meétodo de presentacion en fagos.

El anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno puede derivarse a
partir de una unica fuente o ser un anticuerpo quimérico. El anticuerpo
quimérico comprende una parte derivada a partir de dos clases de
anticuerpos diferentes, y se describe con mas detalle a continuacion. El
anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno puede producirse mediante
hibridoma, técnica de ADN recombinante o corte enzimatico o quimico de un
anticuerpo intacto. A menos que se indique de otro modo en el presente
documento, el término de anticuerpo incluye anticuerpos que comprenden 2
cadenas pesadas de longitud completa y 2 cadenas ligeras de longitud
completa, y sus derivados, variantes, fragmentos y mutantes, y los ejemplos

de los mismos son tal como se describen a continuacion.

Tal como se usa en el presente documento, “fragmento de union a
antigeno” incluye una parte de un anticuerpo que puede unirse
especificamente a un antigeno, o un polipéptido que incluye la parte. Por
ejemplo, el fragmento de unidn a antigeno incluye una parte de un anticuerpo
que contiene residuos de aminoacido que proporciona especificidad vy

afinidad al anticuerpo al interaccionar con el antigeno (por ejemplo, epitopo),



y un polipéptido que incluye la parte. Tales fragmentos comprenden al menos
una CDR presente dentro de una cadena ligera o pesada de longitud
completa, y en algunas realizaciones comprenden una unica cadena pesada
y/o ligera, o una porcidon de las mismas. Este fragmento biolégicamente activo
puede producirse mediante una técnica de ADN recombinante o puede
producirse, por ejemplo, cortando enzimatica o quimicamente un anticuerpo

intacto.

Un fragmento de inmunoglobulina inmunolégicamente funcional incluye
Fab, Fab’, F(ab’),, Fv, anticuerpo de dominio y anticuerpos monocatenarios
(por ejemplo, scFv, scFv-Fc etc.), pero sin limitarse a los mismos, y puede
derivarse a partir de cualquier mamifero incluyendo ser humano, raton, rata,
camélido o conejo, pero sin limitarse a los mismos. La parte funcional del
anticuerpo tal como una o mas CDR descritas en el presente documento
puede unirse con una proteina secundaria o un compuesto molecular
pequeio mediante un enlace covalente y usarse como agente terapéutico

diana para una diana especifica.

En el presente documento, “anticuerpo monocatenario” es una unica
cadena de polipéptido de la regién de union a antigeno formada conectando
la region variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera
mediante un ligador flexible. Por ejemplo, el anticuerpo monocatenario puede
ser al menos uno seleccionado del grupo que consiste en un scFv en el que
la region variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera
estan unidas en forma monocatenaria, un scFv-Fc en el que la region variable
de cadena pesada, una region variable de cadena ligera y Fc estan unidos en
forma monocatenaria, y similares. Para el anticuerpo monocatenario, puede

hacerse referencia, por ejemplo, a la patente estadounidense n.° 5.260.203.

En el presente documento, “afinidad” o “grado de afinidad” es la fuerza

de interaccion entre un anticuerpo o su fragmento de unién a antigeno y un



antigeno, y puede determinarse mediante propiedades del antigeno, tales
como el tamanio, la forma y/o carga de antigeno, y las secuencias de CDR y/o
propiedades fisicoquimicas (propiedades hidroéfilas/hidréfobas, propiedad
electrostatica, etc.) del anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno. Los
métodos para determinar la afinidad se conocen en la técnica, y
generalmente se indican como constante de disociacion (KD), pero sin

limitarse a la misma.

En las formas de longitud completa de cadena ligera y cadena pesada,
la regidn variable y la regién constante se unen mediante una region “J” de
aproximadamente 12 o mas aminoacidos de longitud, y la cadena pesada
también incluye una region “D” de aproximadamente 10 o mas aminoacidos
de longitud. Por ejemplo, puede hacerse referencia a Fundamental
Immunology, 22 ed., Cap. 7 (Paul, W., ed.) 1989, Nueva York: Raven Press.
Normalmente, las regiones variables del par de cadena ligera y cadena

pesada en el anticuerpo pueden formar una region de unién a antigeno.

Una realizacion de la presente invencion se refiere a un anticuerpo que
comprende una region de unién a antigeno para alfa-sinucleina (a-syn) y una
region de unién a antigeno para IGF1R, especificamente un anticuerpo
biespecifico contra alfa-sinucleina (a-syn) e IGF1R (a continuacion en el
presente documento, anticuerpo biespecifico anti-a-Syn/anti-IGF1R). Por
consiguiente, el anticuerpo biespecifico segun la presente invencién puede

reconocer y unirse tanto a alfa-sinucleina como a IGF1R como antigenos.

El anticuerpo biespecifico anti-a-Syn/anti-IGF1R segun la presente
invencion incluye anticuerpo anti-a-Syn y un fragmento de union a antigeno
del mismo, y puede reconocer y unirse a alfa-sinucleina, especialmente la
region C-terminal de alfa-sinucleina, y por tanto puede usarse para la
prevencion, el tratamiento y/o diagndstico de sinucleinopatias que estan

asociadas con alfa-sinucleina o agregados de alfa-sinucleina.
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En el presente documento, “proteina de unidn a antigeno bivalente” o
“anticuerpo bivalente” comprende dos sitios de unién a antigeno. Dos sitios
de union a antigeno comprendidos en este anticuerpo bivalente pueden tener
la misma especificidad de antigeno o pueden ser un anticuerpo biespecifico
que se une a antigenos diferentes respectivamente. En el presente
documento, “proteina de unidon a antigeno multiespecifica” o “anticuerpo

multiespecifico” selecciona como diana dos o mas de antigenos o epitopos.

En el presente documento, proteina de union a antigeno o anticuerpo
“biespecifico” o “doblemente especifico” es una proteina de unién a antigeno
o anticuerpo hibrido que tiene 2 sitios de unién a antigeno diferentes. Este
anticuerpo biespecifico es una clase de proteina de unidon a antigeno
multiespecifica o anticuerpo multiespecifico, y puede producirse mediante
diversos métodos conocidos, por ejemplo, métodos tales como fusion de
hibridoma o union de fragmento Fab’. Por ejemplo, puede hacerse referencia
a Songsivilai y Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 1990, 79:315-321; Kostelny et
al., J. Immunol. 1992, 148:1547-1553 y similares. Los dos epitopos que son
diferentes entre si a los que se unen dos sitios de unién a antigeno de la
proteina de unidn a antigeno o anticuerpo biespecifico pueden posicionarse
en la misma proteina diana o en una diferente. En una realizacion, el
anticuerpo de la presente invencidon puede estar en forma de un anticuerpo
biespecifico que comprende adicionalmente la unidn a un transportador de
suministro para suministrar el anticuerpo a traves de la barrera
hematoencefalica. Un método para suministrar farmacos a través de la
barrera hematoencefalica incluye el uso de sistemas de suministro tales
como transcitosis mediada por receptor, tales como transportador de glucosa,
transportador de aminoacidos, receptor de insulina o receptor de transferrina,

en una célula.

Segun la presente invencion, el término “sinucleinopatias” incluye

todos los trastornos neurodegenerativos caracterizados por agregados de
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sinucleina patolégicos. La enfermedad de Parkinson, demencia por
enfermedad de Parkinson (PDD), demencia con cuerpos de Lewy (DLB),
enfermedad de cuerpos de Lewy, demencia acompafada con cuerpos de
Lewy, sindrome de Parkinson con demencia, atrofia multisistémica (MSA),
atrofia del sistema nervioso multiple y neurodegeneracion tipo | con
acumulacion de hierro en el cerebro (NBIA de tipo |) se agrupan
colectivamente como sinucleinopatias. Ademas, también se ha hallado que
las agregaciones de alfa-sinucleinas son secundarias en la enfermedad de
Alzheimer (Kim et al. Alzheimer’s Research & Therapy 2014, 6:73).

Las sinucleinopatias son un grupo diverso de trastornos
neurodegenerativos que comparten propiedades patoldgicas comunes. En
experimentos neuropaticos, pueden detectarse lesiones distintas detectando
la agregacion anomala de alfa-sinucleina en las poblaciones seleccionadas
de neuronas y oligodendrocitos. La alfa-sinucleina (anteriormente conocida
como PARK1 y PARK4) es una proteina compuesta por 140 aminoacidos que
se expresa extensamente en la neocorteza, el hipocampo, la circunvolucion
dentada, la neuroesfera posterior, el cuerpo estriado, el talamo y el cerebelo.
La alfa-sinucleina también se expresa altamente en células hematopoyéticas
incluyendo monocitos, tales como células B, células T y células NK, vy
plaquetas. Aun se desconoce el papel exacto en estas células, pero esta

asociado con la diferenciacién de megacariocitos (precursores de plaquetas).

En el presente documento “una enfermedad asociada con agregados
de alfa-sinucleina” es un grupo de enfermedades neurodegenerativas
denominadas sinucleinopatias, en las que los agregados de alfa-sinucleina
se hallan en lesiones que incluyen neuronas y la glia, y tiene caracteristicas.
Estas enfermedades incluyen enfermedad de Parkinson, demencia por
enfermedad de Parkinson, demencia con cuerpos de Lewy, variante de
cuerpos de Lewy de enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Alzheimer y

Parkinson combinada, atrofia multisistémica y muchas otras enfermedades
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neuroaxonales, pero no se limitan a las mismas. En una realizacion, el
anticuerpo segun la presente invencidn se usa eficazmente para tratar la

enfermedad de Parkinson.

Ademas, el anticuerpo biespecifico anti-a-Syn/anti-IGF1R de Ia
presente invencién incluye un anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de unién a
antigeno del mismo, de modo que el anticuerpo anti-a-Syn o fragmento de
unién a antigeno del mismo puede penetrar la barrera hematoencefalica para
ejercer su accion y prolongar la semivida para mantener una eficacia durante

mucho tiempo.

Ademas, el anticuerpo biespecifico anti-a-Syn/anti-IGF1R de Ia
presente invencién se une a IGF1R en la superficie celular sin afectar a la
union del ligando, y tiene las propiedades de no tener efecto sobre la ruta de
sefalizaciéon a través de IGF1R. Dado que no inhibe la uniéon de IGF1R a su
ligando ni la sefalizacion a través de IGF1R, puede usarse como medio de

lanzadera para penetrar la barrera hematoencefalica.

Particularmente, el anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de union a
antigeno del mismo de la presente invencidn reconoce especificamente
IGF1R (receptor del factor de crecimiento similar a insulina 1) y se une a
IGF1R, particularmente IGF1R humano, IGF1R de raton, IGF1R de rata e
IGF1R de mono. Sin embargo, no interfiere con la unién del ligando de IGF1R
tal como IGF-1, IGF-2 y/o insulina a IGF1R y no inhibe la transduccion de
sefales a traves de IGF1R, y puede usarse para la transcitosis para su paso
a través de la BHE. No tiene citotoxicidad mediada por células dependiente
de anticuerpos (ADCC), y por tanto no disminuye los niveles de IGF1R en el
cerebro ni siquiera cuando se administra a animales repetidamente, no

presentando de ese modo toxicidad.

En particular, el anticuerpo anti-IGF1R de la presente invencion se une
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a IGF1R ubicado en la superficie de células endoteliales del cerebro que

constituyen la BHE y se internaliza en la parte interna de la célula.

Por ejemplo, el anticuerpo anti-IGF1R puede tener una forma de scFv,
y puede combinarse con un anticuerpo terapéutico de diversas formas. Por
ejemplo, el scFv de un anticuerpo anti-IGF1R puede prepararse en un
anticuerpo biespecifico, por ejemplo una forma bivalente de un anticuerpo
biespecifico en la que dos scFv se unen al extremo C-terminal del anticuerpo
terapéutico, por ejemplo, anticuerpo contra a-syn, o una forma monovalente
de un anticuerpo biespecifico en la que un scFv se une al extremo C-terminal
del anticuerpo terapéutico. Estos dos anticuerpos biespecificos pueden
internalizarse en las células que expresan IGF1R. El anticuerpo contra IGF1R
tiene una alta afinidad de unidn por el antigeno en la superficie celular, lo que
potencia el efecto de internalizacion y conduce a la capacidad de paso a
través de la BHE. Si un anticuerpo tiene la capacidad de pasar a través de la
BHE e interferir con la sefalizacion de IGF1R, puede provocar efectos
secundarios. Sin embargo, el anticuerpo de la presente invencion se
caracteriza tanto por una capacidad de unién adecuada para la lanzadera a
través de la BHE como por una propiedad no bloqueante de la sefalizacién
de IGF1R.

El anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de union a antigeno del mismo
tiene una propiedad excelente que va a desarrollarse facilmente. En este
aspecto, debe eliminarse la modificacion posterior a la traduccién, tal como
desamidacion, que se produce en la regidon CDR del anticuerpo anti-IGF1R y

reduce la estabilidad y eficacia del anticuerpo.

Alternativamente, puede sustituirse al menos uno de los aminoacidos
ubicados en ambos lados del sitio de desamidacion del anticuerpo, y
preferiblemente, puede sustituirse el aminoacido inmediatamente adyacente

al lado C-terminal del sitio de desamidacion del anticuerpo. Por ejemplo,
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sustituyendo A por G ubicada al lado de la Asn ubicada en el sitio de
desamidacion del anticuerpo o sustituyendo V por S ubicada al lado de la Asn,
es posible producir anticuerpos desamidados que tienen una afinidad de
unién similar a la del anticuerpo anti-IGF1R parental, y al mismo tiempo

tienen una excelente estabilidad y capacidad de penetracién de la BHE.

Adicionalmente, cuando se une a una sustancia bioactiva que actua en
el cerebro, el anticuerpo anti-IGF1R de la presente invencion puede inducir
una capacidad de penetracion de la BHE y eficacia mejoradas en

comparacion con la sustancia bioactiva sola.

El anticuerpo anti-IGF1R segun un aspecto de la presente invencion
puede usarse como un anticuerpo biespecifico que incluye diversos
segundos anticuerpos terapéuticos. Mostré que la propiedad de penetracion
de la BHE es aproximadamente 15 veces mayor que la del anticuerpo unico
compuesto unicamente por un anticuerpo terapéutico, en el experimento de
penetracion usando un sistema de BHE in vitro derivado a partir de ser
humano. El anticuerpo anti-IGF1R puede unirse al segundo anticuerpo en el
anticuerpo biespecifico en forma monovalente o bivalente. Por ejemplo,
cuando se analiza la cantidad de anticuerpo en sangre y LCR después de
una unica administraciéon de anticuerpo biespecifico con anticuerpo anti-
IGF1R en forma monovalente o forma bivalente a una rata normal, la forma
monovalente y la forma bivalente de anticuerpos anti-IGF1R mostré6 una
cantidad aumentada en hasta 5 veces en sangre y una cantidad aumentada
en hasta 5 veces en LCR, en comparacién con el anticuerpo anti-IGF1R
parental (clon 1564). Mostraron una cantidad aumentada en
aproximadamente 3 veces en LCR y una cantidad aumentada en
aproximadamente 4,5 veces de propiedades de penetracion del cerebro, en
comparacion con el anticuerpo anti-IGF1R parental (clon 1564). Por tanto, se
espera que el anticuerpo biespecifico que incluye el anticuerpo anti-IGF1R

mejorado mediante el método anterior muestre una cantidad de hasta
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aproximadamente 15 veces en LCR y una capacidad de penetracién del
anticuerpo de aproximadamente 23 veces en el cerebro en comparacion con

el anticuerpo unico compuesto por el segundo anticuerpo terapéutico solo.

Se ha identificado que el anticuerpo anti-IGF1R de la presente
invencion se une a IGF1R, particularmente IGF1R de mamiferos incluyendo
seres humanos, monos, ratas y ratones, y por tanto puede ser util para el

cribado en el desarrollo de farmacos, ensayos clinicos y similares.

El anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de unién a antigeno de la
presente invencion es un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del
mismo que reconoce especificamente IGF1R (receptor del factor de

crecimiento similar a insulina 1).

El anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de unién a antigeno de la
presente invencion significa que “se une especificamente” a su diana, tal
como un antigeno, cuando la union se produce a la constante de disociacion
(KD) de = 10 M. El anticuerpo se une especificamente a la diana con alta
afinidad, cuando KD es = 1 x 10® M o cuando la concentracion eficaz 50
(CEs0) es de 2 nM o menos. En una realizacién, el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno del mismo puede unirse a IGF1R o IGF1R humano con una
KD =1 x 10?8,

Tal como se usa en el presente documento, el término “epitopo” es un
determinante antigénico, que se interpreta como que significa una porcion del
antigeno reconocido por el anticuerpo. Segun una realizaciéon, el sitio de
union del anticuerpo anti-IGF1R de la presente invencion puede ser un
dominio extracelular de la proteina IGF1R, por ejemplo, una proteina IGF1R
humana (SEQ ID NO: 99). Mas especificamente, los sitios de union del
anticuerpo anti-IGF1R de la presente invencion, por ejemplo, clon 1564 de

anticuerpo para la proteina IGF1R humana, son el sitio de union 1 que
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incluye Y775, P776, F778, R650, S791, L798 y Glu779, el sitio de unién 2
que incluye L641, H808, E809 y L813 y el sitio de union 3 que incluye V397,
D435, W434, Y460 y C488, en la proteina IGF1R human. Por tanto, el
epitopo del anticuerpo contra IGF1R de la presente invencién puede ser el
epitopo conformacional que incluye la totalidad o parte de los tres sitios de

union.

El anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de unién a antigeno de la
presente invencidn no previene la union de ligandos de IGF1R tales como
IGF-1, IGF-2 y/o insulina a IGF1R. Especificamente, el anticuerpo anti-IGF1R
o fragmento de union a antigeno no interfiere con la union del ligando de
IGF1R al IGF1R ubicado en la membrana de las células que expresan IGF1R,
ni tampoco inhibe la transduccion de sefales a través de IGF1R ni afecta a la
expresion de IGF1R en la superficie celular ventajosamente. Por tanto, el
anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de union a antigeno de la presente
invencion puede usarse eficazmente para penetrar la barrera
hematoencefalica a través de transcitosis. Se ha mostrado que IGF1R tiene
un nivel de expresion relativamente alto en el cerebro en comparacion con
otras dianas de transcitosis que se han usado actualmente y se ha sabido
que se expresan en ceélulas endoteliales del cerebro para mejorar la
capacidad de penetracion de la BHE. En una realizacion de la presente
invencion, cuando se compara IGF1R con otras dianas que estan
desarrollandose actualmente con el fin de mejorar la capacidad de
penetracion de la BHE de anticuerpos terapéuticos, por ejemplo, receptor de
transferrina o receptor de insulina, se ha mostrado que tiene un nivel de
expresion relativamente bajo en tejido periférico tal como el higado, los

pulmones o el intestino grueso.

IGF1R es una diana de la transcitosis mediada por receptor (RTM),
que puede administrar sustancias utiles a través de la barrera

hematoencefalica (BHE) al cerebro. Sin embargo, para que se use como
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diana de suministro de farmacos para penetrar la barrera hematoencefalica,
es deseable tener una propiedad de union a IGF1R en la superficie celular sin
afectar a la union del ligando ni a la ruta de sefalizacién a través de IGF1R.
Por tanto, el anticuerpo anti-IGF1R y fragmento de unién a antigeno del
mismo de la presente invencion no inhibe la union de IGF1R a su ligando ni la
sefalizacion a través de IGF1R, y por tanto puede usarse como un medio de

lanzadera para penetrar la barrera hematoencefalica.

El anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de unidn a antigeno de la
presente invencion puede realizar la transcitosis y puede pasar a través de
las células endoteliales del cerebro. Ademas, el anticuerpo de la presente
invencion se ubica en el mismo lugar que los vasos sanguineos del cerebro
del ratdn, cuando se inyecta en un vaso sanguineo de raton. Estos resultados
indican que el anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la presente
invencion puede usarse eficazmente como transportador de farmacos que

atraviesa la barrera hematoencefalica.

Por tanto, el anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de unién a antigeno de
la presente invencidn permite que la sustancia bioactiva que actua en el
cerebro pase a través de la barrera hematoencefalica. En la presente
invencion, la barrera biologica se refiere a células, tejidos, membranas, o a
una célula, membrana o estructura que previene el paso, la difusion o
transferencia eficaz de la molécula biolégica. Estas barreras bioldgicas
incluyen células/tejidos nerviosos, tejido conjuntivo, musculo, membrana o
células epiteliales (por ejemplo, de la mucosa o vasculares). Un ejemplo

tipico es la barrera hematoencefalica.

En la presente invencion, el término “barrera hematoencefalica” o BHE
es una barrera formada por uniones estrechas en la membrana endotelial
capilar del cerebro que existen entre el cerebro y la columna vertebral y su

sistema circulatorio circundante. Esta barrera es tan robusta que también
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limita el paso de moléculas que tienen un bajo peso molecular de
aproximadamente 60 Da al cerebro. La barrera hematoencefalica del cerebro,
la barrera de la médula espinal vascular de la columna vertebral y la barrera
retiniana vascular de la retina son barreras capilares continuas en el sistema

nervioso central, habitualmente denominadas BHE.

En la presente invencion, el término “transportador de la barrera
hematoencefalica” puede pasar a través de la barrera hematoencefalica y
suministrar un anticuerpo o un fragmento de union a antigeno del mismo
segun la presente invencion, y por ejemplo, incluye una proteina incluyendo
péptido y polipéptido, un acido nucleico, un anticuerpo o un compuesto

molecular pequefo.

La presente invencion se refiere a un anticuerpo aislado o fragmento
de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a IGF1R, en el
que el anticuerpo o fragmento de union a antigeno puede ser un polipéptido,
una proteina o un anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno del mismo por
incluir una region determinante de complementariedad de una cadena
pesada y una region determinante de complementariedad de una cadena

ligera, y se une especificamente a IGF1R.

En los ejemplos especificos, el anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de

union a antigeno del mismo puede incluir:

() una o mas regiones determinantes de complementariedad de
cadena pesada seleccionadas del grupo que consiste en H-CDR1, H-CDR2 y
H-CDR3 descritas en la tabla 1, o una regién variable de cadena pesada que
comprende las una o mas regiones determinantes de complementariedad de

cadena pesada;

(i) una o mas regiones determinantes de complementariedad de
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cadena ligera seleccionadas del grupo que consiste en L-CDR1, L-CDR2 y L-
CDR3 descritas en la tabla 1, o una region variable de cadena ligera que
comprende las una o mas regiones determinantes de complementariedad de
cadena ligera;

una combinacibn de una o mas regiones determinantes de
complementariedad (CDR) de cadena pesada y una o mas regiones
determinantes de complementariedad (CDR) de cadena ligera; o

una combinacion de la region variable de cadena pesada y la region

variable de cadena ligera.

Adicionalmente, en la region variable de cadena pesada, la region
variable de cadena ligera o una combinacion de la region variable de cadena
pesada y la region variable de cadena ligera, la region variable de cadena
pesada puede incluir una o mas regiones de marco de cadena pesada
seleccionadas del grupo que consiste en H-FR1, H-FR2, H-FR3 y H-FR4, y la
region variable de cadena ligera puede incluir una 0 mas regiones de marco
de cadena ligera seleccionadas del grupo que consiste en L-FR1, L-FR2, L-
FR3y L-FR4.

En una realizacion de la presente invencion, la eliminacion de
aminoacidos asociada con la aparicion de desamidaciéon en un anticuerpo
anti-IGF1R puede reducir el riesgo de degradacion del anticuerpo, que no es
favorable para el desarrollo de proceso, almacenamiento, etc., sin cambiar la
afinidad de union al ECD de IGF1R como antigeno. En el anticuerpo anti-
IGF1R, las posiciones con aminoacidos delecionados pueden ser, por
ejemplo, N51D, N51Q o S52V en una L-CDR2 de cadena ligera y N95aK,
N95aH, N95aR, N95aD o G95bA en una L-CDR3 de cadena ligera, o N54D,
N54Q o G55A en una H-CDR2 de cadena pesada de 1564 (IgG), 1564 (scFv)
0 1564-3. La eliminacion de desamidacion no se limita a los clones descritos
anteriormente, sino que puede aplicarse a otros clones segun el método de la
tabla 14.
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Tabla 1
CDR de una regién variable de cadena ligera y una region variable de cadena

pesada en anticuerpo anti-IGF1R

ID de clon/

SEQ ID NO H-CDR1 | H-CDR2 | H-CDR3 |L-CDR1 |L-CDR2 |L-CDR3
1564 (IgG) 1 2 8 20 21 24
1564 (scFv) 1 2 8 20 21 24
1564-3 1 2 8 20 21 24
1564-DM 1 3 8 20 22 25
1564-DMP 1 3 8 20 22 25
VH5-DM 1 4 8 20 22 25
VH5-DMP 1 4 8 20 22 25
F06-DM 1 3 8 20 22 26
FO6-DMP 1 3 8 20 22 26
FO6 (de2)(StoP) | 1 5 8 20 23 27
VH5(de2)(StoP) |1 6 9 20 23 28
VH16(de2)(StoP) | 1 7 8 20 23 28
1564(de2)(StoP) |1 5 8 20 23 28
VH2 (scFv) 10 11 19 20 21 24
VH2-3 10 11 19 20 21 24
VH2-DM 10 12 19 20 22 25
VH2-DMP 10 12 19 20 22 25
VH5 (scFv) 1 13 9 20 21 24
VH5-3 1 13 9 20 21 24
VH7 (scFv) 10 14 8 20 21 24
VH7-3 10 14 8 20 21 24
VH7-DM 10 15 8 20 22 25
VH7-DMP 10 15 8 20 22 25
VH9 (scFv) 1 16 8 20 21 24
VH9-3 1 16 8 20 21 24
VH9-DM 1 17 8 20 22 25
VH9-DMP 1 17 8 20 22 25
VH16 (scFv) 1 11 8 20 21 24
VH16-3 1 11 8 20 21 24
VH16-DM 1 12 8 20 22 25
VH16-DMP 1 12 8 20 22 25
VH32 (scFv) 10 18 19 20 21 24
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VH32-3 10 18 19 20 21 24
VH32-DM 10 3 19 20 22 25
VH32-DMP 10 19 20 22 25
VH35 (scFv) 1 14 9 20 21 24
VH35-3 1 14 9 20 21 24
VH35-DM 1 15 9 20 22 25
VH35-DMP 1 15 9 20 22 25
CO04 (scFv) 1 18 8 20 21 29
C04-3 1 18 8 20 21 29
C04-DM 1 3 8 20 22 30
C04-DMP 1 3 8 20 22 30
FO06 (scFv) 1 18 8 20 21 31
F06-3 1 18 8 20 21 31
Tabla 2

pesada en el anticuerpo anti-IGF1R principal

CDR de una regién variable de cadena ligera y una region variable de cadena

IDdeclon |H-CDR1 |H-CDR2 |H-CDR3 |L-CDR1 |L-CDR2 |L-CDR3
GFTFSS | AISYDQG | GVLTTLM
TGSSSNI | AQSNRP | GTWAGS
FO6-DMP | YDMS | NTYYADS | NWFDY
GSNDVS | S LHGYV

VKG

SEQIDNO | 1 3 8 20 22 26
AISYDNA

F06 GFTFSS GVLTTLM | TGSSSNI | ANVNRP | GTWAGS
NTYYADS

(de2)(StoP) | YDMS | NWFDY |GSNDVS |S LNAYV

SEQIDNO | 1 5 8 20 23 27
AISGSNA

VH16(de2)( | GFTFSS | | GVLTTLM | TGSSSNI | ANVNRP | GAWDDS

StoP) YDMS NWFDY |GSNDVS |S LNAYV
VKG

SEQIDNO |1 7 8 20 23 28
AISYDNA

1564(de2)( | GFTFSS | | GVLTTLM | TGSSSNI | ANVNRP | GAWDDS

StoP) YDMS NWFDY |GSNDVS |S LNAYV
VKG

SEQIDNO | 1 5 8 20 23 28

El anticuerpo anti-IGF1R comprende una region variable de cadena

pesada y una regidn variable de cadena ligera, en el que la region variable de
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cadena pesada comprende una CDR1 de cadena pesada (H-CDR1) que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las secuencias
de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 10, una CDR2 de cadena
pesada (H-CDR2) que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 a 7 y SEQ
ID NO: 11 a 18 y una CDR3 de cadena pesada (H-CDR3) que comprende
una secuencia de aminoacidos seleccionada de las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 8a 9y SEQ ID NO: 19,y

la region variable de cadena ligera comprende una CDR1 de cadena
ligera (L-CDR1) que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 20, una CDR2 de cadena
ligera (L-CDR2) que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 21 a 23 y una CDR3 de
cadena ligera (L-CDR3) que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 24 a 28 y
SEQ ID NO: 29 a 31.

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo anti-IGF1R o
fragmento de union a antigeno del mismo comprende una region variable de
cadena pesada y una region variable de cadena ligera,

la regién variable de cadena pesada comprende una CDR1 de cadena
pesada (H-CDR1) que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, una CDR2
de cadena pesada (H-CDR2) que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 y SEQ ID
NO: 5 a 7 y una CDR3 de cadena pesada (H-CDR3) que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada de las secuencias de aminoacidos
de SEQIDNO:8a9,y

la regién variable de cadena ligera comprende una CDR1 de cadena
ligera (L-CDR1) que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada

de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 20, una CDR2 de cadena
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ligera (L-CDR2) que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada
de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 22 y 23 y una CDR3 de
cadena ligera (L-CDR3) que comprende una secuencia de aminoacidos

seleccionada de las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 26 a 28.

La regién variable de cadena pesada del anticuerpo anti-IGF1R segun
la presente invencion puede incluir H-CDR1, H-CDR2 y H-CDR3 descritas en
la tabla 1, o incluir ademas H-FR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 32, H-FR2 que comprende una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 33 o SEQ ID NO: 34, H-FR3 que comprende
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 y H-FR4 que comprende

una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36.

La region variable de cadena ligera del anticuerpo anti-IGF1R segun la
presente invencién puede incluir L-CDR1, L-CDR2 y L-CDR3 descritas en la
tabla 1, o incluir ademas L-FR1 que comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 37, L-FR2 que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38, L-FR3 que comprende una
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 39 o SEQ ID NO: 40 y L-FR4 que
comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41 o SEQ ID NO:
42.

En las regiones de marco de la cadena pesada y la cadena ligera, la
region de marco 1 (FR1) se ubica en el extremo N-terminal de CDR1, la
region de marco 2 (FR2) se ubica entre CDR1 y CDR2, la regién de marco 3
(FR3) se ubica entre CDR2 y CDR3 y la region de marco 4 (FW4) se ubica en

el extremo C-terminal de CDRS3.

Especificamente, las secuencias de regidon de marco en una region
variable de cadena pesada de 1564 (IgG) incluyen secuencias de

aminoacidos de SEQ ID NO: 32, 33, 35 y 36, y aquellas de otros clones
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distintos de 1564 (IgG) en la tabla 1 incluyen las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 32, 34, 35y 36.

Especificamente, las secuencias de regién de marco en una region
variable de cadena ligera de los anticuerpos anti-IGF1R segun la presente

invencion se muestran en la tabla 3.

Tabla 3
Las secuencias de region de marco en una region variable de cadena ligera

de los anticuerpos anti-IGF1R

D de clon L-FR1 L-FR2 L-FR3 LFR4
SEQIDNO |SEQIDNO |SEQIDNO |SEQIDNO
1564 (IgG) 37 38 39 41
1564 (scFv) 37 38 40 42
1564-3 37 38 39 42
1564-DM 37 38 40 42
1564-DMP 37 38 39 42
VH05-DM 37 38 40 42
VH05-DMP 37 38 39 42
F06-DM 37 38 40 42
FO6-DMP 37 38 39 42
FO6(de2)(StoP) 37 38 39 42
VH5(de2)(StoP) | 37 38 39 42
VH16(de2Stop) 37 38 39 42
1564(de2)(StoP) | 37 38 39 42
VH2 (scFv) 37 38 40 42
VH2-3 37 38 39 42
VH2-DM 37 38 40 42
VH2-DMP 37 38 39 42
VH5 (scFv) 37 38 40 42
VH5-3 37 38 39 42
VH7 (scFv) 37 38 40 42
VH7-3 37 38 39 42
VH7-DM 37 38 40 42
VH7-DMP 37 38 39 42
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VH9 (scFv) 37 38 40 42
VH9-3 37 38 39 42
VH9-DM 37 38 40 42
VH9-DMP 37 38 39 42
VH16 (scFv) 37 38 40 42
VH16-3 37 38 39 42
VH16-DM 37 38 40 42
VH16-DMP 37 38 39 42
VH32 (scFv) 37 38 40 42
VH32-3 37 38 39 42
VH32-DM 37 38 40 42
VH32-DMP 37 38 39 42
VH35 (scFv) 37 38 40 42
VH35-3 37 38 39 42
VH35-DM 37 38 40 42
VH35-DMP 37 38 39 42
CO04 (scFv) 37 38 40 42
C04-3 37 38 39 42
C04-DM 37 38 40 42
C04-DMP 37 38 39 42
FO6 (scFv) 37 38 40 42
F06-3 37 38 39 42

El anticuerpo anti-IGF1R segun la presente invencion puede ser un
anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada y una
region variable de cadena ligera, y diversas regiones variables de cadena
pesada y ligera dadas a conocer en el presente documento se describen a
modo de ejemplo en las tablas 4 y 5. Las regiones variables de cadena
pesada y regiones variables de cadena ligera descritas en las tablas 4 y 5 a
continuacion pueden combinarse libremente para la produccion de diversos
tipos de anticuerpos. Cada una de estas regiones variables puede unirse a
las regiones constantes de cadena pesada y ligera para formar cada una de
las cadenas pesadas y cada una de las cadenas ligeras de un anticuerpo

intacto.
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Tabla 4
Regiones variables de cadena pesada y regiones variables de cadena ligera

de los anticuerpos anti-IGF1R

ID de clon ID de clon
/SEQ ID NO VA v /SEQ ID NO Vi v
1564 (IgG) 43 88 VH9 (scFv) 66 111
1564 (scFv) 44 89 VH9-3 67 112
1564-3 45 90 VH9-DM 68 113
1564-DM 46 91 VH9-DMP 69 114
1564-DMP 47 92 VH16 (scFv) 70 115
VH05-DM 48 93 VH16-3 71 116
VHO05-DMP 49 94 VH16-DM 72 117
F06-DM 50 95 VH16-DMP 73 118
F06-DMP 51 96 VH32 (scFv) 74 119
FO6(de2)(StoP) 52 97 VH32-3 75 120
VH5(de2)(StoP) 53 98 VH32-DM 76 121
VH16(de2Stop) 54 99 VH32-DMP 77 122
1564(de2)(StoP) 55 100 VH35 (scFv) 78 123
VH2 (scFv) 56 101 VH35-3 79 124
VH2-3 57 102 VH35-DM 80 125
VH2-DM 58 103 VH35-DMP 81 126
VH2-DMP 59 104 CO04 (scFv) 82 127
VHS5 (scFv) 60 105 C04-3 83 128
VH5-3 61 106 C04-DM 84 129
VH7 (scFv) 62 107 C04-DMP 85 130
VH7-3 63 108 FO6 (scFv) 86 131
VH7-DM 64 109 F06-3 87 132
VH7-DMP 65 110 b b **
Tabla 5

Regiones variables de cadena pesada y regiones variables de cadena ligera

en los anticuerpos anti-IGF 1R principales

ID de clon VH VL

F06-DMP EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS | QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGS
GFTFSSYDMSWVRQAPGKCLEWVS [ SSNIGSNDVSWYQQLPGTAPKLLIYA
AISYDQGNTYYADSVKGRFTISRDNS [ QSNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAI
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KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGV
LTTLMNWFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO: 51)

SGLRSEDEADYYCGTWAGSLHGYV
FGCGTKLTVL
(SEQ ID NO: 96)

FO6(de2)(St
oP)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
GFTFSSYDMSWVRQAPGKCLEWVS
AISYDNANTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGV
LTTLMNWFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO: 52)

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGS

SSNIGSNDVSWYQQLPGTAPKLLIYA
NVNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAI

SGLRSEDEADYYCGTWAGSLNAYV

FGCGTKLTVL

(SEQ ID NO: 97)

VH16(de2S
top)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
GFTFSSYDMSWVRQAPGKCLEWVS
AISGSNANTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGV
LTTLMNWFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO: 54)

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGS

SSNIGSNDVSWYQQLPGTAPKLLIYA
NVNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAI

SGLRSEDEADYYCGAWDDSLNAYV

FGCGTKLTVL

(SEQ ID NO: 99)

1564(de2)(
StoP)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS
GFTFSSYDMSWVRQAPGKCLEWVS
AISYDNANTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKGV
LTTLMNWFDYWGQGTLVTVSS
(SEQ ID NO: 55)

QSVLTQPPSASGTPGQRVTISCTGS
SSNIGSNDVSWYQQLPGTAPKLLIYA
NVNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAI

SGLRSEDEADYYCGAWDDSLNAYV

FGCGTKLTVL

(SEQ ID NO: 100)

La region variable de cadena pesada del anticuerpo anti-IGF1R o
fragmento de union a antigeno del mismo segun la presente invencion puede
incluir una seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 43 a SEQ ID NO: 87. La regién variable de
cadena ligera del anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de union a antigeno del
mismo segun la presente invencion puede incluir una seleccionada del grupo
gue consiste en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 88 a 132. Los
ejemplos de la region variable de cadena pesada y la region variable de

cadena ligera se describen en las tablas 4 y 5 anteriormente.

El anticuerpo anti-IGF1R o un fragmento de unién a antigeno del
mismo que reconoce y se une especificamente a al menos un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en Y775, P776, F778, R650, S791, L798,
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Glu779, L641, H808, E809, L813, V397, D435, W434, Y460 y C488 en IGF1R
humano que tiene una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 174.
Especificamente, el anticuerpo anti-IGF1R o un fragmento de union a
antigeno del mismo de la presente invencion puede unirse a al menos uno
seleccionado del sitio de union 1 a sitio de uniéon 3 de una proteina IGF1R
humana que incluye una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 174. El
sitio de union 1 comprende al menos un aminoacido seleccionado del grupo
que consiste en Y775, P776, F778, R650, S791, L798 y GIu779, el sitio de
uniéon 2 comprende al menos un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en L641, H808, E809 y L813 y el sitio de uniéon 3 comprende al
menos un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en V397, D435,
W434, Y460 y C488.

Cada una de las regiones variables de cadena pesada y las regiones
variables de cadena ligera dadas a conocer en las tablas 4 y 5 pueden usarse
como anticuerpos de dominio independientes, pueden combinarse libremente
entre si para formar diversos anticuerpos y se unen en una forma

monocatenaria para obtener anticuerpos monocatenarios tales como scFv.

En el presente documento, “anticuerpo de dominio” es un fragmento de
inmunoglobulina inmunolégicamente funcional que comprende una region
variable de cadena pesada y/o una region variable de cadena ligera
unicamente. En una realizacion, dos o mas de las regiones VH se unen
mediante un enlace covalente, mediante un ligador peptidico, para formar un
anticuerpo de dominio bivalente. Dos regiones VH de este anticuerpo de
dominio bivalente pueden seleccionar como diana el mismo antigeno o

diferentes antigenos.

Los fragmentos de union a antigeno de anticuerpos anti-IGF1R de la
presente invencion pueden ser uno seleccionado del grupo que consiste en

scFv, (scFv)2, scFv-Fc, Fab, Fab’, F(ab’)2, minicuerpo y diacuerpo que
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incluyen fragmentos de anticuerpo que comprenden una o mas regiones

determinantes de complementariedad.

En los fragmentos de unién a antigeno, Fab incluye una region variable
de cadena ligera, una region variable de cadena pesada, una region
constante de cadena ligera y una primera region constante (CH1) de la
cadena pesada, y tiene un sitio de union a antigeno. Fab’ tiene una region
bisagra en el Fab que contiene uno o mas residuos de cisteina en el extremo
C-terminal del dominio CH1 de cadena pesada. El anticuerpo F(ab’)2 se
produce uniendo dos Fab’ que forman un enlace disulfuro entre residuos de

cisteina de la region bisagra de Fab’.

Fv es un fragmento de anticuerpo minimo que tiene unicamente una
region variable de cadena pesada y una region variable de cadena ligera, e
incluye fragmentos variables monocatenarios (scFv) y fragmentos variables
bicatenarios (Fv). En el Fv bicatenario, una region variable de cadena pesada
y una region variable de cadena ligera pueden unirse mediante enlaces no
covalentes. En el Fv monocatenario, la region variable de cadena pesada y la
region variable de cadena ligera se unen de manera covalente directamente o
mediante un ligador peptidico, o se unen directamente en el extremo C-
terminal para formar una estructura similar a un dimero de scFv (di-scFv), tal
como un Fv bicatenario. En la presente invencion, el Fv monocatenario es
una unica cadena de polipéptido de una region de unidén a antigeno en la que
las regiones variables de cadena pesada y ligera se unen directamente o
mediante un ligador, y puede ser al menos uno seleccionado del grupo que
consiste en scFv que tiene una unica cadena unida con la region variable de
cadena pesada y la region variable de cadena ligera, una forma de estructura
similar a un dimero de scFv (di-scFv), scFv-Fc en el que la region variable de
cadena pesada, la region variable de cadena ligera y Fc se unen como una

forma monocatenaria, y similares.
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El ligador peptidico puede ser tal como se describid anteriormente, y
puede tener, por ejemplo, de 1 a 100, tal como de 2 a 50 aminoacidos de
longitud o de 5 a 25 aminoacidos de longitud, y el ligador peptidico puede
tener diversas longitudes dentro de un limite que no afecte a la funcion del
anticuerpo. Las clases de aminoacidos incluidas en el ligador peptidico
pueden estar compuestas por uno 0 mas aminoacidos seleccionados del
grupo que consiste en, por ejemplo, Gly, Ser y Leu, y los ejemplos
especificos incluyen residuos de Gly y Ser, o residuos de Leu y Ser. En un
ejemplo especifico, el ligador peptidico puede ser (G4S)n, en el que n es un
numero de repeticion de (G4S) representado por un numero entero de 1 a 10,
tal como de 2 a 5, especialmente 3 6 4. Un ejemplo del ligador peptidico
puede ser un péptido que consiste en los aminoacidos de SEQ ID NO: 133 6
134.

SEQ ID NO 133: GGGGSGGGGSGGGGS
SEQ ID NO 134: GGGGSGGGGSGGGGSGGGGES

El Fv monocatenario (scFv) puede producirse fusionando ADN que
codifica para un ligador peptidico entre los ADN que codifican para dos
polipéptidos de dominio variable (VL y VH). El polipéptido preparado puede
formar un monémero o multimeros de unién a antigeno (por ejemplo, dimeros,
trimeros o tetrameros) dependiendo de la longitud del ligador flexible entre los
dos dominios variables, con plegamiento. Al combinar polipéptidos que
contienen VL y VH diferentes, puede formarse un scFv multimérico que se
une a epitopos diferentes.

Los fragmentos de unién a antigeno pueden obtenerse usando
enzimas proteoliticas (por ejemplo, digestion por restriccion del anticuerpo
completo con papaina para obtener Fab y digestion con pepsina para obtener

el fragmento F(ab’)2), o usando la tecnologia de recombinacion genética.

Los anticuerpos monocatenarios dados a conocer en el presente
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documento incluyen, pero no se limitan a, scFv que comprenden
combinaciones de dominio de regiones variables de cadena pesada vy ligera,
o0 combinaciones de dominios variables de cadena ligera y pesada que

comprenden CDR.

El fragmento de uniéon a antigeno del anticuerpo anti-IGF1R puede
unirse con o sin un ligador, tal como un ligador peptidico. Ademas, las
porciones de cadena pesada y ligera en el fragmento de unién a antigeno, tal
como la regidon variable de cadena pesada y la region variable de cadena
ligera en el fragmento scFv, también pueden unirse con o sin un ligador

peptidico. El ligador peptidico puede ser tal como se describié anteriormente.

En el anticuerpo biespecifico, el anticuerpo anti-IGF1R y los
fragmentos de union a antigeno del mismo pueden realizar una funcion de
suministrar un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que
selecciona como diana antigenos o epitopos diferentes que se unen al mismo,
a través de la barrera hematoencefalica al cerebro. El segundo anticuerpo
puede ser un anticuerpo que ejerce eficacia en el cerebro, pero no esta
particularmente limitado, puede ser un anticuerpo anti-alfa-sinucleina o un

fragmento de unidn del mismo segun la presente invencion.

El anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de union a antigeno del mismo
de la presente invencion puede compartir una region o secuencia especifica
con un segundo anticuerpo diferente. Por ejemplo, el anticuerpo anti-IGF1R
puede compartir la region constante o la regién Fc del anticuerpo o fragmento

de union a antigeno del segundo anticuerpo.

Ademas, la estructura del anticuerpo biespecifico en la presente
invencién incluye una forma bivalente de anticuerpo biespecifico, en la que el
scFv del anticuerpo anti-IGF1R se une a cada Fc de las dos cadenas

pesadas de una inmunoglobulina completa, por ejemplo en los extremos de la
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cadena pesada directamente o mediante un ligador, y una forma monovalente
de anticuerpo biespecifico, en la que un scFv de un anticuerpo anti-IGF1R
unido unicamente a un extremo de las dos cadenas pesadas de una
inmunoglobulina completa directamente o mediante un ligador, pero se

prefiere un anticuerpo doble monovalente.

Especificamente, en una realizacién de la presente invencion, hay un
caso en el que el clon de forma monovalente tiene una semivida mejorada
con respecto al clon de forma bivalente, y la estructura del clon de forma
monovalente es una forma en la que el anticuerpo de dominio (scFv) contra
IGF1R se une unicamente a un extremo de una cadena pesada en la
inmunoglobulina intacta mediante un ligador. Especificamente, el anticuerpo
es un heterodimero aplicado mediante el método de boton en ojal que incluye
dos cadenas pesadas diferentes de la inmunoglobulina intacta, en el que una
cadena pesada tiene anticuerpo de dominio (scFv) contra IGF1R unido al
extremo C-terminal del mismo y la otra cadena pesada no tiene nada en el

extremo C-terminal del mismo.

En el anticuerpo biespecifico, el segundo anticuerpo que se une a un
anticuerpo anti-IGF1R o fragmento de unién a antigeno del mismo puede ser
un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimeérico o
un anticuerpo aislado que se une especificamente a IGF1R. El segundo
anticuerpo incluye, pero no se limita a, anticuerpos completos, anticuerpos
biespecificos, minicuerpos, anticuerpos de dominio, miméticos de anticuerpo
(o anticuerpos sintéticos), fusiones de anticuerpo (o conjugados de
anticuerpo) y fragmentos de los mismos. En el anticuerpo biespecifico, un
ejemplo del segundo anticuerpo que se une al anticuerpo anti-IGF1R o
fragmento de unidn a antigeno del mismo puede ser el anticuerpo anti-syn o

fragmento de unién a antigeno del mismo segun la presente invencion.

A continuacion, en el presente documento, la presente invencion se
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refiere a un anticuerpo anti-syn y a un fragmento de unién a antigeno del

mismo.

La alfa-sinucleina que puede ser reconocida por el anticuerpo
proporcionado en el presente documento puede seleccionarse de las alfa-
sinucleinas de mamifero de alfa-sinucleina humana, alfa-sinucleina de mono
(por ejemplo alfa-sinucleina de Rhesus), alfa-sinucleina de raton, alfa-
sinucleina de rata y similares. Por ejemplo, la alfa-sinucleina humana puede
ser alfa-sinucleina (NCBI ID: NP_000336), pero sin limitarse a la misma. A
menos que se indique de otro modo en el presente documento, la alfa-
sinucleina puede referirse a alfa-sinucleina humana, y los anticuerpos o
fragmentos de union a antigeno proporcionados en el presente documento
tienen una propiedad de union especifica no sélo a alfa-sinucleina humana,
sino también a alfa-sinucleina de mono (por ejemplo, Rhesus), alfa-sinucleina

de rata y/o alfa-sinucleina de ratén.

El anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo puede unirse
a la region C-terminal de alfa-sinucleina, especificamente la regién C-terminal
que incluye el péptido compuesto por al menos 11 6 12 aminoacidos
consecutivos que incluyen los residuos 110 a 120 o los residuos 111 a 122 en
SEQ ID NO: 173 de alfa-sinucleina humana. Se ha confirmado que el
anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la presente invencion puede
reconocer la region de reconocimiento de antigeno y unirse al agregado de

alfa-sinucleina con una alta afinidad de union.

En el presente documento, “que se une especificamente a la proteina
alfa-sinucleina o al agregado de alfa-sinucleina” significa que la afinidad de
unién a la proteina alfa-sinucleina o al agregado de alfa-sinucleina es
relativamente alta en comparacion con otros antigenos, y por ejemplo, la
afinidad puede ser de 0,1 x 10" M a 2 x 10" M, o de 0,05 x 10" M a

0,3x10° M para los agregados de alfa-sinucleina, especificamente fibrillas,
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protofibrillas y oligdmeros de amiloide, particularmente fibrillas de amiloide, tal
como se mide mediante analisis Octet o analisis de SPR, pero sin limitarse a

los mismos.

Los anticuerpos contra alfa-sinucleina humanizadas que incluyen la
cadena ligera y cadena pesada segun una realizacidon de la presente
invencién, por ejemplo, Hu11F11 (ver.2) y Hu11F11_ABL2-4, muestran una
alta actividad para fomentar la captacion fagocitica en comparacién con los
anticuerpos contra alfa-sinucleina quiméricos. En comparaciéon con el
anticuerpo contra alfa-sinucleina quimérico, Hu11F11 (ver.1), Hu11F11 (ver.2),
Hu11F11 (ver.3), Hu11F11 (ver.4) y ABL2-4 muestran alta actividad de
inhibicion de la unidn de la fibrilla a la membrana de la célula nerviosa en
comparacion con el anticuerpo contra alfa-sinucleina quimérico. Hu11F11
(ver.2), Hu11F11 (ver.4) y ABL2-4 tienen alta actividad de inhibicion de la
propagaciéon de alfa-sinucleina secretada a partir de las células que
sobreexpresan alfa-sinucleina a otras células nerviosas en comparacion con
el anticuerpo contra alfa-sinucleina quimérico, y muestran afinidad de union al
agregado de alfa-sinucleina, por ejemplo, que tiene una actividad similar o
superior al anticuerpo contra alfa-sinucleina quimeérico en un ensayo basado

en células.

El anticuerpo contra alfa-sinucleina segun la presente invencidén puede
inhibir la funcion de agregados de alfa-sinucleina secretados de la célula
nerviosa en el sistema nervioso de un sujeto para su transferencia a otras
células normales en un espacio extracelular e infectar las células nerviosas
(inhibir la transmisién de agregados de célula a célula) y tener la capacidad
de fomentar la accién fagocitica de la microglia con respecto a los agregados
de alfa-sinucleina en el espacio extracelular. Los agregados de alfa-
sinucleina se propagan de una célula a otra célula como priones, y la alfa-
sinucleina, especialmente los agregados de alfa-sinucleina, se extienden a lo

largo de todo el cerebro, dando como resultado sinucleinopatias en células

35



normales. Por tanto, los agregados de alfa-sinucleina son téxicos para las
neuronas del cerebro y se sabe bien que provocan la muerte de las neuronas
del cerebro (neurodegeneracion) y neuroinflamacion. Por consiguiente, a
medida que los agregados de alfa-sinucleina se extienden a diversas partes
del cerebro, aumentan la muerte de células cerebrales y las reacciones de
neuroinflamacion, y dan como resultado la aparicién de la muerte de células
cerebrales y los deterioros cognitivos y conductuales resultantes que se
hallan con la progresion de sinucleinopatias tales como la enfermedad de

Parkinson.

Por consiguiente, el anticuerpo contra alfa-sinucleina de la presente
invencion puede prevenir el fendbmeno de extension de agregados de alfa-
sinucleina a diversas regiones del cerebro inhibiendo la transmision de alfa-
sinucleina o agregado de alfa-sinucleina entre las células nerviosas y reducir
el nivel de agregados de alfa-sinucleina, que es una causa importante de
sinucleinopatias, reduciendo o eliminando los propios agregados de alfa-
sinucleina en la region extracelular de las células nerviosas del sistema
nervioso del sujeto con el fomento de la fagocitosis de la microglia, dando
como resultado la reduccion de la muerte de células nerviosas del cerebro y
la reaccién neuroinflamatoria y, ademas, se espera que mejore, alivie o
prevenga los sintomas y el avance de sinucleinopatias tales como la

enfermedad de Parkinson.

Ademas, el anticuerpo contra alfa-sinucleina segun la presente
invencion tiene excelentes actividades en la realizacion de ambas dos
funciones de (i) inhibicion de la transmisién de la alfa-sinucleina o del
agregado de alfa-sinucleina entre las células nerviosas (véase el resultado
del ensayo basado en células dado a conocer en el presente documento) y
(ii) reduccién del nivel de agregados de alfa-sinucleina en el sistema nervioso
del cerebro a través de la fagocitosis fomentada de las células de la microglia.

En particular, puesto que los anticuerpos contra alfa-sinucleina encontrados
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actualmente en ensayos clinicos o publicados en la bibliografia cientifica
tienen una de las dos actividades (i) y (ii), esto sugiere que el anticuerpo
contra alfa-sinucleina de la presente invencion tiene una ventaja en la
prevencion o el tratamiento superior de sinucleinopatias con respecto a los
anticuerpos contra alfa-sinucleina conocidos. Por tanto, el anticuerpo contra
alfa-sinucleina segun la presente invencion tiene eficacias mas excelentes de
reducciéon y eliminacidon de agregados de alfa-sinucleina e inhibicién de la
accion de agregados de alfa-sinucleina como etiologia, y por tanto es mas
eficaz para las sinucleinopatias o una enfermedad sintomatica relacionada

con las mismas (por ejemplo, trastorno por deterioro cognitivo).

Los anticuerpos o fragmentos de unidon a antigeno segun la presente
invencidén que tienen una alta afinidad por los agregados de alfa-sinucleina
pueden reducir la formacion de agregados de alfa-sinucleina, reduciendo de
ese modo la concentracion de agregados en el cerebro. Ademas, el
anticuerpo o fragmento de union a antigeno segun la presente invencion con
una alta afinidad por los agregados de alfa-sinucleina puede reducir la
formacion de agregados de alfa-sinucleina fuera del sistema nervioso central
y, finalmente, cambiar el estado de equilibrio entre las formas de alfa-
sinucleina unidas a la BHE, conllevando de ese modo al efecto de reduccion
de la concentracion de agregados de alfa-sinucleina dentro del sistema

nervioso central.

El anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno segun la presente
invencidon puede inhibir la formacion de agregados retirando monoémeros, o

eliminando tanto mondmeros como agregados.

Los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos de la
presente invencion que se unen especificamente a proteinas alfa-sinucleina o
agregados de alfa-sinucleina pueden no ser un producto que se produce de

manera natural (puede ser un producto que se produce de manera no natural,
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por ejemplo, mediante sintesis quimica o un método recombinante). Las

técnicas de recombinacion se conocen bien en la técnica.

El anticuerpo anti-alfa-sinucleina o el anticuerpo biespecifico que
incluye el anticuerpo anti-alfa-sinucleina puede usarse para la prevencion o el
tratamiento de a-sinucleinopatia, y la a-sinucleinopatia puede incluir
enfermedad de Parkinson (PD), demencia por enfermedad de Parkinson
(PDD), demencia con cuerpos de Lewy, (DLB), variante de cuerpos de Lewy
de enfermedad de Alzheimer (LBV)), enfermedad de Alzheimer y Parkinson

combinada o atrofia multisistémica (MSA), pero sin limitarse a las mismas.

El anticuerpo o fragmento de unidon a antigeno del mismo que se une
especificamente a alfa-sinucleina o0 a un agregado de la misma segun la
presente invencion incluye una region variable de cadena pesada que
comprende una region determinante de complementariedad de CDRH1,
CDRH2 y CDRH3; y una region variable de cadena ligera que comprende
una region determinante de complementariedad de CDRL1, CDRL2 y CDRL3.

En una realizacion, el anticuerpo anti-alfa-sinucleina o fragmento de
union a antigeno del mismo puede comprender las siguientes secuencias de
CDR:

una CDR1 de cadena pesada (H-CDR1) que incluye una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 135,

una CDR2 de cadena pesada (H-CDRZ2) que incluye una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 136 o SEQ ID NO: 137,

una CDR3 de cadena pesada (H-CDR3) que incluye una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 138,

una CDR1 de cadena ligera (L-CDR1) que incluye una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 139,

una CDR2 de cadena ligera (L-CDR2) que incluye una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 140, y
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una CDR3 de cadena ligera (L-CDR3) que incluye una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 141.

Las secuencias de aminoacidos de la CDR1 a CDR3 de cadena
pesada y las secuencias de aminoacidos de la CDR1 a CDR3 de cadena
ligera se resumen en las tablas 6 y 7. En las cadenas ligeras de Hu11F11-
VLv3 4c y Hu11F11-VL4 mostradas en la tabla 7, las secuencias de
aminoacidos de CDR1 a CDR3 de cadena ligera son las mismas, pero las

secuencias de regién de marco son diferentes.

Tabla 6

Secuencias de aminoacidos de CDR1 a CDR3 de cadena pesada de

anticuerpos anti-a-syn

SEQ SEQ SEQ
Clon ID VH_CDR1 ID VH_CDR2 ID VH_CDR3
NO NO NO
Hu11F11-VH- GFTFSDFY ASRNKANDYTTEYSA DAHGKPFA
135 136 138
v1 ME SVKG Y
Hu11F11-VH- GFTFSDFY ASRNKANDYTTEYSA DAHGKPFA
135 136 138
v2 ME SVKG Y
Hu11F11-VH- GFTFSDFY ASRNKANDYTTEYSA DAHGKPFA
135 136 138
v3 ME SVKG Y
Hu11F11-VH- GFTFSDFY ASRNKANDYTTEYSA DAHGKPFA
135 136 138
v4 ME SVKG Y
GFTFSDFY AIRNKANDYTTEYAAS DAHGKPFA
Hu11F11-VH2 | 135 137 138
ME VKG Y
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Tabla 7
Secuencias de aminoacidos de CDR1 a CDR3 de cadena ligera de

anticuerpos anti-a-syn

SEQ SEQ SEQ

Clon ID VL_CDR1 ID VL _CDR2 | ID VL_CDRS3
NO NO NO

Hu11F11-VLv3 KSSQSLLYSSNQKNYL WASTRE QQYYSYPW
139 140 141

4c A S T

KSSQSLLYSSNQKNYL WASTRE QQYYSYPW
Hu11F11-VL4 | 139 A 140 s 141 T

Las diversas regiones variables de cadena pesada y ligera dadas a
conocer en el presente documento pueden unirse a las regiones constantes
de cadena pesada y ligera para formar cada una de las cadenas pesadas y
ligeras de un anticuerpo intacto. Ademas, cada una de las secuencias de
cadena pesada y ligera generadas de este modo también pueden combinarse

para formar una estructura de anticuerpo completo.

Por ejemplo, el anticuerpo anti-alfa-sinucleina o fragmento de unién a
antigeno del mismo segun la presente invencion comprende una region
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 142 a SEQ ID NO: 146 y una region variable de cadena ligera
que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147 a SEQ ID
NO: 148, y las secuencias a modo de ejemplo de las regiones variables de
cadena pesada y las regiones variables de cadena ligera se muestran en la
tabla 8 a continuacion.
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Tabla 8
Regidén variable de cadena pesada y regidn variable de cadena ligera de

anticuerpo anti-a-syn

Clon Cadena | SEQ Secuencia de aminoacidos
ID NO

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFTFSDFYME
WVRQPPGKRLEWIAASRNKANDYTTEYSASVKGRF
TISRDDSKSSLYLQMNSLRAEDTAIYYCARDAHGKP
FAYWGQGTTVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFTFSDFYME
WVRQPPGKRLEWIAASRNKANDYTTEYSASVKGRF
TVSRDDSKSSLYLQMNSLRAEDTAIYYCARDAHGKP
FAYWGQGTTVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFTFSDFYME
WVRQPPGKRLEWIAASRNKANDYTTEYSASVKGRF
TISRDTSKSSLYLQMNSLRAEDTAIYYCARDAHGKP
FAYWGQGTTVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFTFSDFYME
WVRQPPGKRLEWIAASRNKANDYTTEYSASVKGRF
TVSRDTSKSSLYLQMNSLRAEDTAIYYCARDAHGKP
FAYWGQGTTVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDFYME
WVRQAPGKGLEWIAAIRNKANDYTTEYAASVKGRF
TISRDTSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCARDAHGKP
FAYWGQGTLVTVSS
DIVMTQSPSSLAVSLGERVTMSCKSSQSLLYSSNQK
NYLAWYQQKPGQSPKLLIYWASTRESGVPDRFTGS
GSGTDFTLTISSVKAEDVAVYYCQQYYSYPWTFGG
GTKLEIK
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLYSSNQK
NYLAWYQQKPGKAPKLLIYWASTRESGVPSRFSGS
GSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYYSYPWTFGQ
GTKVEIK

Hu11F11-VH-v1 VH 142

Hu11F11-VH-v2 VH 143

Hu11F11-VH-v3 VH 144

Hu11F11-VH-v4 VH 145

Hu11F11-VH2 VH 146

Hu11F11-VLv3 4c | VL 147

Hu11F11-VL4 VL 148

Ademas, los anticuerpos a modo de ejemplo a través de una
combinacion de la region variable de cadena pesada y la region variable de

cadena ligera del anticuerpo o fragmento de union a antigeno segun una

41



realizacion se describen en la tabla 9.

Tabla 9
Anticuerpos anti-a-syn a modo de ejemplo de la presente invencion

Region variable de cadena pesada y | SEQ ID NO
ID de clon region variable de cadena ligera de

cada clon

Hu11F11-VH-v1 142
hu11F11(ver.1)

Hu11F11-VLv3 4c 147

Hu11F11-VH-v2 143
hu11F11(ver.2)

Hu11F11-VLv3 4c 147

Hu11F11-VH-v3 144
hu11F11(ver.3)

Hu11F11-VLv3 4c 147

Hu11F11-VH-v4 145
hu11F11(ver.4)

Hu11F11-VLv3 4c 147

Hu11F11-VH2 146
hu11F11(H2L4)

Hu11F11-VL4 148

En otra realizacion, el anticuerpo anti-alfa-sinucleina puede consistir
unicamente en la cadena ligera o cadena pesada descritas anteriormente. En
otra realizacion, el anticuerpo anti-alfa-sinucleina puede consistir unicamente

en la region variable de cadena ligera o la region variable de cadena pesada.

En una realizacion adicional, la region variable de cadena pesada y la
region variable de cadena ligera descritas en la tabla 8 anteriormente pueden
combinarse para formar diversos anticuerpos, o pueden unirse en una forma

monocatenaria para formar un anticuerpo monocatenario tal como scFv.

Los anticuerpos dados a conocer en el presente documento pueden
compartir determinadas regiones o secuencias con otros anticuerpos dados a
conocer en el presente documento. En una realizacidon, puede compartirse la
region constante del anticuerpo o fragmento de union a antigeno. En otras

realizaciones, pueden compartir una region Fc.
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Puede incluir una cadena pesada que incluye la region variable de
cadena pesada y una cadena ligera que incluye la region variable de cadena
ligera. Especificamente, la regidén variable de cadena pesada y la region
variable de cadena ligera pueden unirse a la region constante de cadena
pesada y a la region constante de cadena ligera, y las secuencias de cadena
pesada y cadena ligera también pueden combinarse para formar una

estructura de anticuerpo intacto.

Las secuencias de region constante que pueden combinarse con la
region variable segun la presente invencion son a modo de ejemplo, y la
region constante puede seleccionarse de manera apropiada de la region
constante de cadena pesada y la regién constante de cadena ligera de una
inmunoglobulina (por ejemplo, inmunoglobulina humana). Por ejemplo, la
region constante de cadena pesada puede ser una regidn constante de
cadena pesada de IgG1, una region constante de cadena pesada de IgG3 o
una region constante de cadena pesada de 1gG4, y la region constante de
cadena ligera puede ser una region constante kappa o una region constante

lambda de cadena ligera, pero no se limita a las mismas.

Como anticuerpo a modo de ejemplo que comprende una region
variable y una region constante de un anticuerpo anti-a-Syn o fragmento de
unidn a antigeno segun una realizacion, el anticuerpo anti-alfa-sinucleina del
clon hu11F11 (ver.2) puede ser un anticuerpo que incluye una cadena
pesada que incluye una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 149 y una

cadena ligera que incluye una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 150.

El anticuerpo anti-alfa-sinucleina segun la presente invencion puede
usarse solo como un anticuerpo terapéutico, pero puede usarse como un
anticuerpo biespecifico en combinacion con otros anticuerpos que pueden
suministrarlo al cerebro atravesando la barrera hematoencefalica. Un ejemplo

de un anticuerpo que puede suministrarlo al cerebro atravesando la barrera
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hematoencefalica puede ser un anticuerpo anti-IGF1R y un fragmento de
unién a antigeno del mismo. El anticuerpo anti-IGF1R y fragmento de unién a
antigeno del mismo, que puede formar un anticuerpo biespecifico, puede
incluir todos los anticuerpos anti-IGF1R y fragmentos de unién a antigeno de
los mismos anteriormente descritos. Por ejemplo, el anticuerpo anti-IGF1R
puede ser un anticuerpo completo, o el fragmento de unién a antigeno puede
ser uno seleccionado del grupo que consiste en anticuerpo de dominio, scFv,
(scFv)2, scFvFc, Fab, Fab’ y F(ab’)2.

El fragmento de union a antigeno del anticuerpo anti-IGF1R puede
unirse con o sin un ligador, por ejemplo, un ligador peptidico. Ademas, la
region de cadena pesada y la region de cadena ligera en el fragmento de
union a antigeno, tal como la region variable de cadena pesada y la region
variable de cadena ligera en el fragmento scFv, pueden unirse con o sin un
ligador peptidico. El ligador peptidico puede ser tal como se describio

anteriormente.

El anticuerpo anti-alfa-sinucleina o fragmento de unién a antigeno del
mismo segun la presente invencion puede usarse en la preparacion de
combinaciones de cadena pesada para la produccion de anticuerpos
biespecificos, y los ejemplos de cadenas pesadas de los anticuerpos anti-
alfa-sinucleina usados para producir una combinacion de cadena pesada
para el anticuerpo biespecifico estan asociadas con un anticuerpo anti-alfa-
sinucleina de hu11F11 (ver.2), e incluyen hu11F11 (ver.2) (IGG) que tiene
una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 149 y hu11F11 (ver.2)(IGG)
CON MUTACION DE OJAL EN FC que tiene una secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 151.

Los ejemplos de cadenas pesadas de anticuerpos anti-alfa-sinucleina
usados en la preparacion de combinaciones de cadena pesada para la

produccion de anticuerpos biespecificos, que incluyen el anticuerpo anti-alfa-
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sinucleina de hu11F11 (ver.2) anteriormente descrito, se muestran en la tabla
10 a continuacidn, y las secuencias de cadena pesada se muestran en SEQ
ID NO: 151 a SEQ ID NO: 172, pero sin limitarse a las mismas. Ademas, la
tabla 10 a continuacién muestra los componentes especificos del clon de
anticuerpo biespecifico en el que se combinan la combinacién de cadena
pesada que usa la cadena pesada del anticuerpo anti-alfa-sinucleina y la
cadena ligera. Los anticuerpos biespecificos presentados a continuacion se
describen como ejemplos, y la construccion resulta clara a partir de la
descripcidon de la combinacion de cadena pesada del anticuerpo biespecifico,
incluso si no se indica mediante SEQ ID NO. Los anticuerpos biespecificos a

modo de ejemplo se muestran especificamente en la tabla 10 a continuacion.

Tabla 10
Descripcion de los
Cadena Combinacion de componentes en la
ID de clon de
_ ligera de | cadena pesada de | SEQ | combinacion de
anticuerpo . .
_ _ anticuerpo | anticuerpo ID cadena pesada de
biespecifico . _ . _ _
biespecifico | biespecifico anticuerpo
biespecifico
hu11F11(ver.2 (IGG)
CON MUTACION DE
hu11F11(ver.2)- OJAL EN FC,
1564-2
158 (G4S)3,
hu11F11(ver.2)- monovalente (HC
Hu11F11- _ 1564 (scFv) VL,
1564 (scFv) 1, -ojal)
VLv3 4c (G4S)4,
monovalente
1564 (scFv) VH
hu11F11(ver.2)- hu11F11(ver.2 (IGG)
1564 monovalente | 152 CON MUTACION DE
(HC 2, -botdn) BOTON
hu11F11(ver.2 (IGG),
(G4S)3,
hu11F11(ver.2)- Hu11F11- hu11F11(ver.2)-
* VH5 VL,
VH5 bivalente VLv3 4c VHS5 bivalente (HC)
(G4S)4,
VH5 VH
hu11F11(ver.2)- Hu11F11- hu11F11(ver.2)- * hu11F11(ver.2 (IGG),
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VH16 bivalente VLv3 4c VH16 bivalente (G4S)3,
(HC) VH16 VL,
(G4S)4,
VH16 VH
hu11F11(ver.2 (IGG),
M428L, MUTACION
hu11F11 .2)(M4
! (ver.2) DE OJAL,
28L)-F06-DM
165 (G4S)3,
monovalente (HC
hu11F11(ver.2)- _ FO06-DMP VL,
Hu11F11- 1, -ojal)
FO6- (G4S)4,
VLv3 4c
DM monovalente F06-DMP VH
hu11F11(ver.2)(M4 hu11F11(ver.2 (IGG),
28L)-F06 155 MUTACION  M428L,
monovalente (HC MUTACION DE
2, -botén) BOTON
hu11F11(ver.2 (IGG),
MUTACION DE
hu11F11(ver.2) - OJAL,
FO06-DMP
* (G4S)3,
hu11F11(ver.2)- monovalente (HC
Hu11F11- _ FO06-DMP VL,
FO06-DMP 1, -ojal)
VLv3 4c (G4S)4,
monovalente
FO06-DMP VH
hu11F11(ver.2) - hu11F11(ver.2 (IGG),
FO6 monovalente | * MUTACION DE
(HC 2, -botdn) BOTON
hu11F11(ver.2 (IGG),
M428L, MUTACION
hu11F11 .2)(M4
N (ver.2) DE OJAL,
28L)-F06-DMP
164 (G4S)3,
monovalente (HC
hu11F11(ver.2)(M _ FO06-DMP VL,
Hu11F11- 1, -ojal)
428L)-F06-DMP (G4S)4,
VLv3 4c
monovalente F06-DMP VH
hu11F11(ver.2)(M4 hu11F11(ver.2 (IGG),
28L)-F06 155 MUTACION  M428L,
monovalente (HC MUTACION DE
2, -boton) BOTON
hu11F11(ver.2)(M | Hu11F11- hu11F11(ver.2)(M4 165 hu11F11(ver.2 (IGG),
428L)-F06-DM VLv3 4c 28L)-F06-DM M428L, MUTACION

46




monovalente monovalente (HC DE OJAL,
1, -ojal) (G4S)3,
F06-DM VL,
(G4S)4,
F06-DM VH
hu11F11(ver.2)(M4
hu11F11(ver.2 (IGG),
28L)-F06 .
MUTACION M428L,
monovalente, 155 ]
MUTACION DE
desamidado, S->P i
BOTON
(HC 2, -botdn)
hu11F11(ver.2)
(IGG)
hu11F11 2)- .
N (ver.2) MUTACION DE OJAL
F06(de2)(StoP)-
(G4S)3
(monovalente,
. 166 F06(de2)(StoP)
desamidado,
VL
S->P
hu11F11(ver.2)- . (G4S)4
Hu11F11- (HC 1, -ojal)
F06(de2)(StoP) F06(de2)(StoP)
VLv3 4c
monovalente VH
hu11F11(ver.2)-
F06(de2)(StoP)-
hu11F11(ver.2 (IGG),
(de2) monovalente, ,
152 MUTACION DE
desamidado, i
BOTON
S->P
(HC 2, -botdn)
hu11F11(ver.2 (IGG)
hu11F11(ver.2)-
hu11F11(ver.2)- (G4S)3,
Hu11F11- VH5(de2)(StoP) 167
VH5(de2)(StoP) VH5(de2)(StoP)VL
_ VLv3 4c desamidado,
bivalente _ (G4S)4
S->P bivalente(HC)
VH5(de2)(StoP)VH
hu11F11(ver.2 (IGG)
hu11F11(ver.2)-
hu11F11(ver.2)- (G4S)3,
Hu11F11- VH16(de2)(StoP)
VH16(de2)(StoP) 168 VH16(de2)(StoP)VL
_ VLv3 4c desamidado,
bivalente _ (G4S)4
S->P bivalente(HC)
VH16(de2)(StoP)VH
hu11F11(ver.2)(M hu11F11(ver.2)(M4 hu11F11(ver.2)
Hu11F11- 169
428L)- 28L)- (IGG) M428L,
VLv3 4c .
F06(de2)(StoP) F06(de2)(StoP)- MUTACION DE OJAL
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monovalente (monovalente, (G49)3
desamidado, FO6(de2)(StoP)
S->P VL
(HC 1, -ojal) (G4S)4
F06(de2)(StoP)
VH
hu11F11(ver.2)(M4
28L)-
hu11F11(ver.2 (IGG),
F06(de2)(StoP)- .
MUTACION M428L,
(de2) monovalente, | 155 ,
MUTACION DE
desamidado, i
BOTON
S->P
(HC 2, -botdn)
hu11F11(ver.2) (IGG)
hu11F11(ver.2)-
hu11F11(ver.2)- (G4S)3,
Hu11F11- F06(de2)(StoP)
FO06(de2)(StoP) . * F06(de2)(StoP)VL
_ VLv3 4c desamidado,
bivalente . (G4S)4
S->P bivalente(HC)
F06(de2)(StoP)VH
hu11F11(ver.2 (IGG)
hu11F11(ver.2)(M4
hu11F11(ver.2)(M 28L) ( X M428L mutado
428L)- Hu11F11- (G4S)3,
F06(de2)(StoP) *
F06(de2)(StoP) VLv3 4c . F06(de2)(StoP)VL
desamidado,
bivalente _ (G4S)4
S->P bivalente(HC)
F06(de2)(StoP)VH
hu11F11(ver.2)
hu11F11 2)-
u (ver.2) (IGG)
1564(de2)(StoP)- .
(de2)(StoP) MUTACION DE OJAL
monovalente,
* (G4S)3
desamidado,
1564(de2)(StoP) VL
S->P
hu11F11(ver.2)- _ (G4S)4
Hu11F11- (HC1,-ojal)
1564 (de2)(StoP) 1564(de2)(StoP) VH
VLv3 4c
monovalente hu11F11(ver.2)-
1564(de2)(StoP)-
hu11F11(ver.2) (IGG)
(de2) monovalente, ,
_ * CON MUTACION DE
desamidado, i
BOTON
S->P
(HC2,-botdn)
hu11F11(ver.2)(M | Hu11F11- hu11F11(ver.2)(M4 | 170 hu11F11(ver.2 (IGG)
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428L)- VLv3 4c 28L)- mutacion M428L
VH5(de2)(StoP) VH5(de2)(StoP) (G4S)3,
bivalente desamidado, VH5(de2)(StoP)VL
S->P bivalente(HC) (G4S)4
VH5(de2)(StoP)VH
hu11F11(ver.2 (IGG)
hu11F11(ver.2)(M4 .
hu11F11(ver.2)(M 28L) mutacion M428L
428L)- Hu11F11- (G4S)3,
VH16(de2)(StoP) 171
VH16(de2)(StoP) | VLv3 4c _ VH16(de2)(StoP)VL
. desamidado,
bivalente _ (G4S)4
S->P bivalente(HC)
VH16(de2)(StoP)VH
hu11F11(ver.2)
hu11F11(ver.2)(M4 (IGG) M428L,
28L)- MUTACION DE OJAL
1564(de2)(StoP)- (G4S)3
monovalente, 172 1564(de2)(StoP)
desamidado, VL
hu11F11(ver.2)(M S->P (G4S)4
428L)- Hu11F11- (HC 1, -ojal) 1564(de2)(StoP)
1564(de2)(StoP) | VLv3 4c VH
monovalente hu11F11(ver.2)(M4
28L)-
1564(de2)(StoP)-
Hu11F11(ver2)(M428
(de2) monovalente, | 155
L)-botén
desamidado,
S->P
(HC 2, -botdn)

La composicion farmacéutica para prevenir o tratar una enfermedad
por alfa-sinucleina, que comprende el anticuerpo contra alfa-sinucleina o
fragmento de union a antigeno del mismo, o un anticuerpo biespecifico que
comprende el mismo, segun la presente invencidn comprende un anticuerpo

contra alfa-sinucleina o anticuerpos biespecificos en

farmacéuticamente eficaz.

Tal como se usa en el presente documento, “tratamiento” puede hacer
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referencia a cualquier accién relacionada con el alivio o la eliminacion de una
enfermedad o un sintoma, o estado patologico, que incluye reducir, aliviar,
mitigar o eliminar una enfermedad o un sintoma de enfermedad, haciendo
que el sintoma de enfermedad o estado patoldgico sea mas tolerable,
ralentizando la tasa de agravamiento del sintoma de enfermedad o estado
patoldgico, etc. El término “sujeto” o “paciente” incluye ser humano o paciente

humano.

Se proporciona una composicion farmacéutica que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo y un diluyente, portador,
solubilizante, emulsionante, conservante y/o adyuvante farmacéuticamente
aceptables. Por ejemplo, la presente invencion incluye un método para tratar
a un paciente asociado con alfa-sinucleina administrando la composicion
farmacéutica. Las composiciones farmacéuticas wusadas para la
administracion in vivo se proporcionan normalmente como preparaciones
estériles. Una vez formulada Ila composicion farmacéutica, puede
almacenarse la composicion farmaceéutica en viales estériles como disolucion,
suspension, gel, emulsién, solido, cristal o polvo deshidratado o liofilizado.
Tales formulaciones pueden almacenarse en una forma lista para usar, o en
una forma que se reconstituye inmediatamente antes de la administracion

(por ejempilo, liofilizada).

La via de administracién de la composicion farmacéutica puede ser un
meétodo conocido, por ejemplo, por via oral; inyeccion mediante las vias
intravenosa, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimatosa),
intraventricular, intramuscular, intraocular, intraarterial, intraportal o
intralesional, y sistemas de liberacidn sostenida; o pueden usarse dispositivos
implantados. En determinadas realizaciones, la composicion puede
administrarse de manera continua mediante inyeccion en bolo, o mediante

infusion o un dispositivo de implantacion.
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El anticuerpo contra alfa-sinucleina o fragmento de unién a antigeno
del mismo, o un anticuerpo biespecifico que comprende el mismo, segun la
presente invencion descrito en el presente documento puede usarse con
fines diagndsticos para detectar, diagnosticar o monitorizar enfermedades y/o
sintomas asociados con alfa-sinucleina. Para el uso diagnostico, los

anticuerpos pueden marcarse normalmente con un marcador detectable.

Efectos de la invencion

El anticuerpo preparado en una realizacion de la presente invencion se
une especificamente a IGF1R con una afinidad de unidn optimizada para la
transcitosis endotelial cerebral, y es util para el suministro de anticuerpos
para el tratamiento de enfermedades cerebrales degenerativas y cancer
cerebral, que tienen una eficacia terapéutica limitada debido a la baja
capacidad de penetracion de la barrera hematoencefalica. En particular, el
anticuerpo dado a conocer en la presente invencion no afecta a la union de
ligandos tales como IGF-1, IGF-2 e insulina, como su homodlogo a IGF1R, y
no inhibe la transduccion de sefales a través de IGF1R, y por tanto tiene
utilidad en relaciéon con la penetracion de la barrera hematoencefalica. El
anticuerpo dado a conocer en el presente documento puede eliminar o
fomentar eficazmente la degradacién de agregados de alfa-sinucleina, y
puede inhibir la transferencia intercelular de alfa-sinucleina, de modo que
puede usarse de manera util en el tratamiento de enfermedades relacionadas
con la acumulacion de agregados de alfa-sinucleina. El anticuerpo contra
alfa-sinucleina o el anticuerpo biespecifico que comprende el mismo segun la
presente invencion puede usarse como una composicion farmacéutica para

prevenir o tratar una a-sinucleinopatia.

Breve descripcidon de los dibujos

La figura 1 es un resultado de ELISA para medir la afinidad de
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anticuerpo quimérico anti-a-syn y anticuerpo 11F11 humanizado preparados

en un ejemplo de la presente invencion.

Las figuras 2a a 2c son resultados de analisis de BlAcore de la afinidad
y especificidad de union preferidas de anticuerpo quimérico anti-a-syn vy
anticuerpo 11F11 humanizado preparados en un ejemplo de la presente

invencidn por agregados de alfa-sinucleina.

Las figuras 3a y 3b son datos de union del anticuerpo anti-IGF1R

preparado en un ejemplo de la presente invencién a la proteina IGF1R.

Las figuras 4a, 4b y 4c son datos de union del anticuerpo anti-IGF1R
preparado en un ejemplo de la presente invencion a lineas celulares que

expresan IGF1R.

La figura 5a, 5b y 5c muestran datos de la internalizacion del
anticuerpo anti-IGF1R preparado en un ejemplo de la presente invencion en

lineas celulares que expresan IGF1R y su destino en la célula.

Las figuras 6a, 6b y 6¢ son datos que muestran que el anticuerpo anti-
IGF1R preparado en un ejemplo de la presente invencion no afecta a la

sefnalizacion de IGF1R inducida por IGF1 o insulina.

Las figuras 7a, 7b, 7c, 7d, 7e y 7f muestran que el anticuerpo anti-
IGF1R y el anticuerpo biespecifico que incluye el anticuerpo anti-IGF1R y un
anticuerpo terapéutico penetran la BHE in vivo mejor que el anticuerpo

terapéutico solo.

La figura 8 es un resultado que muestra la posicién de desamidacion

del anticuerpo anti-IGF1R.
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La figura 9 es un resultado de mapeo de epitopo de un anticuerpo anti-
IGF1R.

Las figuras 10a y 10b son resultados de ELISA para medir la
capacidad de unidn del anticuerpo biespecifico preparado en un ejemplo de

la presente invencidn a cada antigeno.

La figura 10c y 10d son resultados de ELISA para comparar las
afinidades de union del anticuerpo quimérico y del anticuerpo humanizado a

cada antigeno.

La figura 10e es un resultado de evaluacion de la actividad de
fagocitosis de la microglia sobre el anticuerpo biespecifico preparado en un

ejemplo de la presente invencion.

Las figuras 11a a 11e son resultados de evaluacion de la eficacia del
anticuerpo biespecifico preparado en un ejemplo de la presente invencion en
comparacion con un anticuerpo monoespecifico en un modelo animal de

raton.

La figura 12 es un resultado que muestra la semivida aumentada y la
mejora en la penetracion de la BHE realizando modificacion por ingenieria de
Fc sobre el anticuerpo biespecifico preparado en un ejemplo de la presente

invencion.

La figura 13 es un resultado de evaluacion de capacidad para reducir
a-syn en un modelo animal de ratén con respecto al anticuerpo biespecifico

preparado en un ejemplo de la presente invencion.

Las figuras 14a, 14b y 14c son resultados de ELISA para realizar un

analisis comparativo de la capacidad de union a antigeno de los anticuerpos
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anti-IGF1R desamidados preparados en los ejemplos de la presente

invencion y los anticuerpos de control, respectivamente.

Las figuras 15a a 15c son resultados de analisis de FACS de la
capacidad de union especifica para IGF1R del anticuerpo biespecifico

desamidado preparado en un ejemplo de la presente invencion.

La figura 16 es un resultado de un analisis comparativo de la
capacidad de penetracion de la BHE in vivo del anticuerpo biespecifico
desamidado preparado en los ejemplos de la presente invencion y los

anticuerpos de control.

La figura 17 es un resultado de un analisis comparativo de la
capacidad de penetracion de la BHE in vivo del anticuerpo biespecifico
desamidado preparado en los ejemplos de la presente invencion y los

anticuerpos de control.
Descripcion detallada

La presente invencidon se describira con mas detalle con referencia a
los siguientes ejemplos, pero no se pretende que el alcance de la presente

invencion se limite a los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1: Preparacién de anticuerpo contra alfa-sinucleina de

raton

1-1: Inmunizacion y produccion de hibridoma

Se colocaron monémero de alfa-sinucleina de longitud completa (140
residuos) o escindido con 21 residuos C-terminales (119 residuos) en una

termomezcladora a 37°C, se agregaron con agitacion a 1050 rpm durante 14

54



dias y se sonicaron. Cada uno de los 140 residuos y 119 residuos de la fibrilla
de a-syn a 1 mg/ml se mezclé con el adyuvante a una razon de 1:1 (vol:vol).
La secuencia de aminoacidos de alfa-sinucleina de Homo sapiens se muestra
en SEQ ID NO: 173.

Luego, se inyectaron por via subcutanea 200 pl de la mezcla
preparada a ratones hembra BALB/c de 5 a 7 semanas de edad. Después de
2 semanas, se inyectaron adicionalmente por via subcutanea 200 ul de la
mezcla preparada para el refuerzo de anticuerpo. Después de una semana
de refuerzo, se extrajo sangre y se realizd titulacion de inmunizacion
mediante el método de ELISA wusando el antigeno administrado.
Posteriormente, se realizoé un tercer refuerzo mediante inyeccion subcutanea

de antigeno solo.

Se extirpd el bazo del raton inmunizado y se obtuvieron los
esplenocitos a partir del bazo. Se suspendieron los esplenocitos en medio de
hibridoma-SFM (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) complementado con FBS
al 10%. Para preparar el hibridoma, se mezclaron los esplenocitos y SP2/0-
Ag14 de una célula de mieloma murino en un medio de hibridoma-SFM sin
suero, y seguido de centrifugacién para retirar el medio. Luego, se afiadio
PEG al sedimento celular obtenido y se incub6 a 37°C durante 1 minuto para

inducir la fusion celular.

1-2: Clonacion de células individuales v purificacion de anticuerpos

Después de 2 semanas en la fusion, se confirmé la fusion con células
B de raton que producen anticuerpos con un método de ELISA usando el
antigeno administrado al raton y un medio de cultivo celular. Luego, se llevo a
cabo la clonacién de células individuales usando un hibridoma para

seleccionar 16 hibridomas que producen anticuerpos monoclonales. Se
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obtuvieron los clones de 9B11 (IgG1 kappa) usando el agregado de a-Syn de
longitud completa (140 residuos) como antigeno y se obtuvieron los clones de
3A9 y 11F11 (IgG2b kappa e 1IgG2b kappa, respectivamente) usando
agregados de a-Syn con 21 residuos C-terminales escindidos como

antigenos.

Con el fin de purificar el anticuerpo, se cultivd cada hibridoma en medio
RPMI1640 que contenia FBS al 10%. Para la produccion de anticuerpos, se
reemplazé el medio de cultivo por medio SFM libre de suero y se cultivo
durante aproximadamente 4 dias. Se separd el sobrenadante de cultivo
celular, se centrifugd, se filtré con un filtro de 0,22 ym y se purificé con una
columna de proteina G para el tipo IgG1 y una columna de proteina A para el

resto de anticuerpos.

1-3: Determinacion de la secuencia de reqion variable

Se determinaron las secuencias de region variable y de CDR haciendo
referencia a la divulgacién de Ahn et al, Mol. Cells 2004, 18 (2): 237-241. Se
cultivaron los hibridomas y se centrifugaron para aislar unicamente las células.
Se aislé el ARN a partir del hibridoma aislado mediante la adicion de un

triazol y se uso para sintetizar ADNc como molde.

Ejemplo 2. Preparacion de anticuerpos (quiméricos) anti-alfa-

sinucleina

2-1: Clonacion y expresion de anticuerpos

Usando las secuencias de nuclettidos de la region variable de cadena
pesada y la region variable de cadena ligera del anticuerpo obtenido después
de la humanizacion, se sintetizd gBlocks (m.biotech) de un fragmento de

nucleotido corto y se clond en el vector de cultivo celular animal (pcDNA3.4).

56



Se sintetizd gBlocks incluyendo una secuencia superpuesta de
aproximadamente 20 pb antes y después de la region variable, y la parte del
vector pcDNA3.4 excluyendo la region variable se amplific6 mediante PCR y

se cloné mediante el método de ensamblaje de Gibson.

Con el fin de transfectar y expresar el anticuerpo clonado, se uso el
vector preparado para maxi-prep (Qiagen) para obtener una gran cantidad de
ADN plasmidico, y luego se introdujo en células de la siguiente manera. El
dia antes de la transfeccion, la concentracion de células ExpiCHO™ (Gibco,
n.° de cat. A29127) se ajustd a una concentracién de 3 x 10E6 a 4 x 10E6
células viables/ml en medio de expresion de ExpiCHO™ (Gibco, n.° de cat.
A29100-01) y se cultivé en el 8% de CO2, a 37°C y 120 rpm durante 1 dia. El
dia de la transfeccion de ADN, las células que se hicieron crecer hasta de 7 x
10E6 a 10 x 10E6 células viables/ml y tenian tasas de supervivencia del 95%
0 mas se prepararon mediante dilucién usando medio nuevo hasta 6 x 10°

células viables/ml.

Con el fin de transfectar las células parentales, se preparé complejo de
ExpiFectamine™ CHO y ADN plasmidico usando el kit de transfeccion de
ExpiFectamine™ CHO (Gibco, n.° de cat. A29129). Se prepararon los
reactivos, ADN y ExpiFectamine™ CHO, a concentraciones apropiadas
dispensando con medio OptiPRO™ SFM® frio (Gibco, n.° de cat. 12309019),
se inocularon respectivamente y se mezclaron para su reposo a temperatura
ambiente durante 5 minutos. El producto se inoculé en células parentales y
se cultivd después de la transfeccion. El dia después de la transfeccion, se
inocularon el potenciador y el alimento incluidos en el kit de transfeccion
ExpiFectamine™ CHO en las células transfectadas, y después de 5 dias, se
inoculd adicionalmente el alimento, seguido de incubacion durante 10 dias en

el 8% de CO., 37°C y 120 rpm para producir las células transfectadas.

Con el fin de obtener la disolucidon de cultivo, se transfirid el medio de
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cultivo a un frasco de centrifuga para la centrifugacion y se centrifugé a 4°C y
6500 rpm durante 30 minutos, seguido de filtracién con un filtro que tenia un
tamano de 0,2 ym para obtener un medio de cultivo con sdlidos suspendidos

retirados, y luego se usé el medio de cultivo para la purificacion posterior.

2-2: Purificacion y secuenciacion de anticuerpo

Se purificd el cultivo usando HiTrap MabSelectSure (GE Healthcare,
11-0034-94). Después de equilibrar con un tampon de equilibrado (Tris-HCI
50 mM pH 7,2, NaCl 100 mM), se cargo el cultivo recuperado en una columna.
Cuando se completo la carga, se lavo el medio con citrato de sodio 50 mM
(pH 5,0), y luego se eluyd usando citrato de sodio 50 mM (pH 3,4). Se anadio
Tris-HClI 1 M pH 9,0 al eluido para neutralizar hasta pH 6,0. Luego, se
sometio el eluido a intercambio de tampdn y se concentré con PBS (solucion
salina tamponada con fosfato, pH 7,4) y se almacené a 4°C hasta su uso

posterior.

Cuando se requirié purificaciéon adicional, se realizd una segunda
purificacion basandose en el tamafo de la muestra eluida haciendo pasar el
primer producto purificado a través de tampon PBS 1X en la columna HiLoad
26/600 superdex 200. La secuencia de aminoacidos del anticuerpo purificado
se analizd mediante espectrometria de masas, y se confirmd que era
congruente con la region variable del anticuerpo monoclonal derivado de

raton.

La porcidén de region variable de la estructura principal del isotipo de
IgG1 humana se reemplazoé por las regiones variables de los anticuerpos 3A9,
9B11 y 11F11 identificados mediante el método anterior para preparar un
anticuerpo 1gG1 humana quimérico. Entre los anticuerpos quiméricos
obtenidos, especialmente el anticuerpo Ch11F11 es un anticuerpo en forma

de 1gG y comprende una combinacién de la secuencia de region variable de
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cadena pesada de SEQ ID NO: 175 (ch11F11-VH). La parte en negrita en la

tabla 11 corresponde a las regiones CDR.

Tabla 11

Nombre Secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO
ch11F11-VH EVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFTFSDFYMEWVRQ | 175
PPGKRLEWIAASRNKANDYTTEYSASVKGRFIVSRDTSQSI
LYLQMNALRAEDTAIYYCARDAHGKPFAYWGQGTLVTVSA
ch11F11-VL DIVMTQSPSSLAVSVGEKVTMSCKSSQSLLYSSNQKNYLA | 176
WYQQKPGQSPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLT
ISSVKAEDLAVYYCQQYYSYPWTFGGGTKLEIK

Ejemplo 3: Produccidén de anticuerpo humanizado

3-1: Preparacion de biblioteca de fagos

Se construyd una minibiblioteca en la que se introdujo una secuencia
derivada de ratén o ser humano en cada residuo de CDR, al tiempo que se
unia la region de marco humana a los residuos de CDR1, CDR2 y CDR3 del

anticuerpo quimérico.

Las células competentes de la minibiblioteca producida se inocularon
en medio 2X YT [17 g de triptona (CONDA, 1612,00), 10 g de extracto de
levadura (CONDA, 1702,00) y 5 g de NaCl (Sigma, S7653)] que contenia 34
Mg/ml de cloranfenicol (Sigma, C0857), glucosa al 2% (Sigma, G5400) y
MgCl> 5 mM (Sigma, C0857) a 30°C durante 3 horas hasta tener una DO600
de 0,5 a 0,7. Luego, se infectaron las células con un fago auxiliar y se
cultivaron en medio 2X YT que contenia 34 ug/ml de cloranfenicol, MgCl> 5
mM, 70 ug/ml de kanamicina (Sigma, K1876) e IPTG 1 mM (ELPISBIO,
IPTG025) a 30°C durante 6 horas para inducir el empaquetamiento de fagos.
Se centrifugd la disolucion de cultivo a 4500 rpm a 4°C durante 15 minutos.
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Se le anadié al sobrenadante PEG 6000 al 4% (Fluka, 81253) y NaCl al 3%
(Sigma, S7653) y se incubd durante 1 hora sobre hielo. Se centrifugd el
producto a 8000 rpm durante 20 minutos a 4°C, y luego, se suspendio el
sedimento en PBS y se centrifugé de nuevo a 4°C y 12.000 rpm durante 10
minutos para obtener un sobrenadante que contenia la biblioteca de fagos.

Se almacend el sobrenadante obtenido a 4°C hasta su uso posterior.

3-2: Seleccion (panning) por presentacion en fagos

Con el fin de seleccionar anticuerpos que se unen preferentemente a
agregados de alfa-sinucleina con respecto a los mondmeros, se realizd la
seleccion usando los agregados de alfa-sinucleina de longitud completa
preparados en el ejemplo 1, y se realizaron un total de tres selecciones de la

siguiente manera.

Se anadié albumina sérica bovina (BSA) a las células a una
concentracion del 3% en un tubo de ensayo a 4°C durante la noche,
afadiendo 10 pg/ml de mondmeros y agregados de alfa-sinucleina
recombinantes al PBS en un inmunotubo (maxisorp 444202), se afadid la
disolucion al tubo de ensayo y se protegio la superficie de tales monémeros y
agregados de alfa-sinucleina que no se adsorbieron. Después de vaciar el
tubo de ensayo, se colocd la biblioteca de fagos de anticuerpo de 10> UFC
dispersada en disolucion de BSA al 3% en el inmunotubo en el que se
absorbieron los mondmeros y agregados de alfa-sinucleina y se hicieron
reaccionar durante 1 hora (seleccidn negativa). Luego, se recuperaron los
fagos que no se unieron a los monémeros y agregados de alfa-sinucleina y
se hicieron reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente en los
mondémeros y agregados de alfa-sinucleina que se adsorbieron. Se uso6
solucién salina tamponada con fosfato (Tween 20 al 0,05%) para recuperar la
disoluciéon de trietilamina 100 uM, que se recuperd usando una disolucion de

PBS-T. Las E. coli a 37°C durante 1 hora, y las E. coli infectadas se

60



sembraron en estrias en el medio de agar 2X YT y se cultivaron a 37°C
durante la noche (pH 7,4), se infectaron con ER2537. Al siguiente dia, las E.
coli cultivadas se suspendieron en 4 ml de disolucion de cultivo 2X YT que
contenia carbenicilina y se anadié glicerol al 15%, y se almacend una parte a
-80° y se uso el resto para preparar fagos para los siguientes experimentos.
Al repetir este procedimiento 3 tandas en total, se amplificé y concentré el
conjunto de fagos especificos del antigeno de alfa-sinucleina. A medida que
avanzaba la tanda de seleccion, aumento el nimero de lavados usando PBS-

T para amplificar y concentrar el fago especifico del antigeno.

3-3: Cribado de clones individuales

Para clasificar los anticuerpos monoclonales que se unen
especificamente al agregado de alfa-sinucleina a partir del conjunto de fagos
obtenido a través de la seleccion, se realizo el experimento de la siguiente

manera.

Para aislar monoclones a partir del conjunto concentrado, después de
sembrar el conjunto de fagos en estrias en un medio de agar LB-
tetraciclina/carbenicilina y cultivar, se obtuvo una unica colonia. Luego,
después de inocular monoclones en una placa de 96 pocillos profundos en la
que se colocaron 400 ¢ de medio 2X YT-tetraciclina/carbenicilina por pocillo
y hacerlos crecer durante la noche, se colocaron 10 ¢¢ de disolucion de
cultivo en una nueva placa de 96 pocillos profundos en la que se colocaron
390 «l de medio 2X YT-tetraciclina/carbenicilina y se cultivé a 37°C durante
4 horas. Se colocé IPTG 1 mM en la disolucion de cultivo y se cultivd a 30°C

durante la noche. Se centrifugé la disolucion de cultivo cultivada durante la

noche para extraer un sobrenadante.

Luego, se seleccionaron los clones que expresan un monoclon-sckv
soluble que se une a un agregado de alfa-sinucleina usando el método de
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ELISA. Especificamente, se colocd el anticuerpo 7B7 seleccionado en el
ejemplo 1-1 en una placa de 96 pocillos (Nunc-Immuno Plates, NUNC,
EE.UU.) y se recubrié a 4°C durante la noche. Se afadido BSA al 3% a cada
pocillo en una cantidad de 200 pl, seguido de bloqueo a 37°C durante 2 horas.
Luego, se cargaron el mondmero y los agregados de alfa-sinucleina a una
concentracion de 100 ng/pocillo, se hicieron reaccionar a 37°C durante 2
horas y se lavaron cinco veces con 300 upl de PBS-T. Se mezclo el
sobrenadante de clon individual preparado con BSA al 3% en una razén en
volumen de 1:1 (vol:vol) y se cargaron 100 ul de la disolucion en la placa
unida al agregado y al mondmero, seguido de reaccién a 37°C durante 2
horas. Se lavaron las células cinco veces con 300 pl de PBS-T y se incubaron
a 37°C durante 1 hora con una anticuerpo anti-HA conjugado con HRP,
seguido de lavado con PBS-T cinco veces. Después de anadir 100 pul de TMB
(tetrametilbencidina, Sigma, T0440), se detuvo la reaccion mediante la
adicion de 50 pl de H2SO4 1 N para medir la absorbancia a 450 nm. Los
clones con una absorbancia de 0,5 o superior se consideraron como reaccion
positiva mediante unidon y se excluyeron los clones que se unen a BSA de

manera inespecifica.

Los residuos de CDR de los clones hallados en la biblioteca se
analizan in silico en paralelo, y se seleccionaron los clones que provocan
graves problemas con la unién a la region de marco o los clones que no
tienen epitopo de célula T, epitopo de célula B ni epitopo de CMHII en las

partes de region de marco distintas de la CDR.

Después de eso, las regiones variables de los clones seleccionados se
sustituyeron por la region variable de la cadena principal del isotipo de IgG1
humana para preparar un anticuerpo humanizado con estructura principal de
IgG1. Especificamente, hu11F11 (H2L4) es un anticuerpo de tipo IgG de una
combinacién de Hu11F11-VH2 de SEQ ID NO: 146 y Hu11F11-VL4 de SEQ
ID NO: 148; Hu11F11_(ver. 1) es un anticuerpo de tipo IgG de una
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combinacién de Hu11F11-VH-v1 de SEQ ID NO: 142 y Hu11F11-VLv3 4c de
SEQ ID NO: 147; Hu11F11_(ver.3) es un anticuerpo de tipo IgG de una
combinaciéon de Hu11F11-VH-v3 de SEQ ID NO: 144 y Hu11F11-VLv3 4c de
SEQ ID NO: 147; y Hu11F11 (ver.4) es un anticuerpo de tipo IgG de una
combinacion de Hu11F11-VH-v4 de SEQ ID NO: 145 y Hu11F11-VLv3 4c de
SEQ ID NO: 147.

Ejemplo 4. Ensayo ELISA de anticuerpo anti-alfa-sinucleina

Se realizé6 ELISA tipo sandwich para analizar cuantitativamente la
afinidad de union del anticuerpo quimérico (Ch11F11) obtenido en el ejemplo

2 y los anticuerpos humanizados (Hu11F11) obtenidos en el ejemplo 3.

Especificamente, cada anticuerpo se diluyd 1/10 hasta una
concentracion de 0,04 a 400 nM y se recubrié sobre una placa de 96 pocillos,
y se trataron 2000 ng/ml de agregados en cada pocillo. Después de lavar con
PBS 1X, se trataron con anticuerpo de captura conjugado con biotina y
estreptavidina conjugada con HRP, seguido de reaccion con TMB como
sustrato, y se midi6 la absorbancia de los mismos. Los resultados se

muestran en la figura 7.

Tal como se muestra en la figura 1, se confirmd que los anticuerpos
humanizados segun la presente invencion, particularmente el anticuerpo
humanizado derivado de 11F11 quimérico (anticuerpo 11F11 humanizado),
mostraron una afinidad de unidn equivalente a la del clon de 11F11 quimérico.
Los anticuerpos humanizados, especialmente las variantes derivadas de
11F11 tales como hu11F11(ver.1) que tiene una combinacion de Hu11F11-
VH-v1 y Hu11F11-VLv3 4c, hu11F11(ver.2) que tiene una combinacion de
Hu11F11-VH-v2 y Hu11F11-VLv3 4c, hu11F11(ver.3) que tiene una
combinacién de Hu11F11-VH-v3 y Hu11F11-VLv3 4c, y hu11F11(ver.4) que

tiene una combinacion de Hu11F11-VH-v4 y Hu11F11-VLv3 4c, mostraron
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una afinidad de union equivalente al clon de 11F11 quimérico. Su valores de
CEso fueron de 11,5 a 15,1 nM, que fue similar a 12,5 nM de CEsoen el 11F11

quimérico.

Ejemplo 5. Analisis de BlAcore usando anticuerpo anti-alfa-

sinucleina

Muchos anticuerpos quimeéricos producidos en el ejemplo 2 y los
anticuerpos humanizados en el ejemplo 3 se analizaron cuantitativamente

usando las afinidades de union de muchos anticuerpos humanizados.

El instrumento usado fue T200 (GE Healthcare, n.° de serie: 1565888).
Se usa proteina A como chip (GE Healthcare, n.° de cat. 29-1275-56).
Glicina-HCI 10 mM pH 1,5 (GE Healthcare, n.° de cat. BR-1003-54) fue el
tampon de regeneracion. El tampon de ejecucion, dilucion de analito y el
tampon de dilucion de muestra fueron HBS-EP. Los anticuerpos preparados
en el ejemplo 2 y el ejemplo 3 se diluyeron con 1 x HBS-EP (GE Healthcare,
n.° de cat. BR-1006-69), y el mondémero de alfa-sinucleina (1 mg/ml) y la
proteina de fibrilla (3 mg/ml) se diluyeron en serie por duplicado y se
analizaron a 6 concentraciones (0, 0,39, 1,56, 6,25, 25, 100 nM) incluyendo O
nM en total. Para la captura, el monémero fue para una UR de 800 (tedrico) y
una fibrilla fue para una UR de 100 (tedrico). La fase de captura se realiz6 a
un tiempo de contacto de 60 segundos, una velocidad de flujo de 30 ul/miny
un periodo de estabilizacion de 180 segundos. La fase de asociacion se
realizé a un tiempo de asociacidén de 120 segundos y la velocidad de flujo fue
de 30 ul/min. La fase de disociacion se realizé a un tiempo de disociacion de
360 segundos y la velocidad de flujo de 30 pl/min. La fase de regeneracion se
realizé dos veces a un tiempo de regeneracién de 240 segundos (primaria) y
60 segundos (secundaria) y una velocidad de flujo de 30 pl/min. El ajuste se
llevé a cabo usando el modelo de union 1:1, y el software de evaluacién fue

el software de evaluacion BIACore T200 (GE Healthcare).
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Los resultados del analisis se muestran en las figuras 2a a 2c y la

siguiente tabla.

Tabla 12
ID de clon Ko (nM)
Ch11F11 0,02472
Hu11F11(ver.2) 0,0596
Hu11F11(ver.3) 0,0316
Hu11F11(ver.4) 0,0204

Como resultado, los anticuerpos humanizados en la expresion,
especialmente los anticuerpos humanizados de anticuerpo quimérico 11F11,
tales como hu11F11 (ver.2), hu11F11 (ver.3) y hu11F11 (ver.4), mostraron el
mismo valor de KD que el anticuerpo quimérico 11F11. La unidén de
anticuerpos humanizados tuvo una KD de 0,02 a 0,06 X 10° M, y una baja
KD de 0,02 X 10° M del anticuerpo quimérico, que fue una alta afinidad para

cuerpos flotantes.

Ejemplo 6. Produccién de anticuerpo contra IGF1R (scFv)

6-1: Preparacion de anticuerpo contra IGF1R (scFv)

Los anticuerpos monoclonales se prepararon usando la técnica de
presentacion/seleccién en fagos. Especificamente, los antigenos usados en
la presentacidon/seleccion en fagos y otros analisis se usaron como las
siguientes proteinas. El péptido que consiste en los residuos 31 a 932 de la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 99, en el que la secuencia sefial
se escindié a partir del dominio extracelular de IGF1R humano, se etiqueto
con histidina en el extremo C-terminal y se us6 para este ejemplo (R&D
Systems, EE.UU., 391-GR). Se usaron IGF1R de mono (Consejo Nacional de
Investigacion de Canada), IGF1R de ratéon (R&D Systems, 6630-GR/CF) e
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IGF1R de rata (Consejo Nacional de Investigacion de Canada) con etiqueta
His en el extremo C-terminal como antigeno para someter a prueba la

reactividad cruzada interespecifica.

Se inocularon 1 X 10'° de las células de biblioteca de scFv (fragmento
variable monocatenario) con diversidad que se derivaron de ser humano
(preparadas mediante SHIM Hyunbo en la Universidad de Mujeres Ehwa) en
medio 2X YT [17 g de triptona (CONDA, 1612,00), 10 g de extracto de
levadura (CONDA, 1702,00) y 5 g de NaCl (Sigma, S7653)] que contenia 34
Mg/ml de cloranfenicol (Sigma, C0857), glucosa al 2% (Sigma, G5400) y
MgCl2 5 mM (Sigma, C0857) a 30°C durante 3 horas hasta tener una DO600
de 0,5 a 0,7. Luego, se infectaron las células con un fago auxiliar y se
cultivaron en medio 2X YT que contenia 34 pg/ml de cloranfenicol, MgCl> 5
mM, 70 pg/ml de kanamicina (Sigma, K1876) e IPTG 1 mM (ELPISBIO,
IPTG025) a 30°C durante 16 horas para inducir el empaquetamiento de fagos.
Posteriormente, se centrifugd la disolucion de cultivo a 4500 rpm a 4°C
durante 15 minutos. Se le afadié al sobrenadante PEG 6000 al 4% (Fluka,
81253) y NaCl al 3% (Sigma, S7653) y se incubd durante 1 hora sobre hielo.
Se centrifugd el producto a 8000 rpm durante 20 minutos a 4°C, y luego, se
suspendié el sedimento en PBS y se centrifugd de nuevo a 4°C y 12.000 rpm
durante 10 minutos para obtener un sobrenadante que contenia la biblioteca
de fagos. Se almacend el sobrenadante obtenido a 4°C hasta su uso

posterior.

6-2: Seleccidon por presentacion en fagos

Con el fin de cribar el anticuerpo contra IGF1R humano, se realizo la
seleccion en tres tandas segun lo siguiente. La biblioteca de fagos fue una
biblioteca de scFv humanos sintéticos y el procedimiento de seleccidén por

presentacion en fagos y el resultado se mostraron en la tabla 13.
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Tabla 13

Etapa Seleccion
Tanda 1 Tanda 2 Tanda 3
Antigeno ECD de IGF1R ECD de IGF1R Célula MCF-7
(biotinilado) (biotinilado)
Método de recubrimiento Inmovilizacién Inmovilizacién _
indirecta indirecta
Entrada 7,0x 10" 6,0 x 10" 5,0 x 10"
Salida IGF1R o MCF-7 4,9 x 108 3,3x10° 1,2 x 10°
Lavado PBS-T** 5 veces 10 veces 10 veces
PBS 2 veces 2 veces 2 veces

IGF1IR humana
recombinante a una concentracion de 5 ug/ml (R&D Systems, EE.UU., 391-
GR o Sino Biological Life Technologies, EE.UU., 10164-HO8H-50R) a un

inmunotubo (maxisorp 444202) y se recubrid sobre la superficie del

Especificamente, se afadi6 1 ml de proteina

inmunotubo a 4°C durante 16 horas. Luego, se retird el sobrenadante y se
incubd con la adicién de PBS que contenia BSA al 3% a 37°C durante 1 hora
para bloquear la union inespecifica mediante la union de BSA a la superficie
en la que no esta unido IGF1R. Después de retirar el sobrenadante, se
coloco la biblioteca de fagos preparada en el ejemplo 11-1 mezclada con
disolucion de BSA al 1,5% en el inmunotubo y se hizo reaccionar a 37°C
durante 1 hora para permitir la unidn del fago especifico de IGF1R al
antigeno. Luego, se lavé el producto con disolucion de PBS-T (solucion salina
tamponada con fosfato-Tween 20 al 0,05%) para retirar el fago que se unid
de manera inespecifica y se recogié el fago que se unid6 a IGF1R con

disolucion de trietilamina 100 mM.

Se neutralizé el fago recogido con disolucion de tampén Tris 1 M (pH
7,4) y se transfectd con E. coli K12 ER2738 a 37°C durante 1 hora, y se
extendieron las E. coli infectadas sobre medio de agar LB que contenia
tetraciclina y carbenicilina, y se cultivaron a 37°C durante la noche. Al

siguiente dia, se suspendieron las E. coli cultivadas en 5 ml de medio SB
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(supercaldo) que contenia tetraciclina y carbenicilina y se le afiadié glicerol al
50% al mismo volumen. Se almacend una parte a -80°C, y se suspendieron
50 ul de producto en 40 ml de medio SB (supercaldo) que contenia
tetraciclina y carbenicilina, se le afiadieron 10'> UFP de fago auxiliar VCSM13
y se cultivaron con agitacién a 37°C durante 1 hora. Luego, se le afadio a la
disolucion de cultivo kanamicina y se cultivd a 30°C durante
aproximadamente 16 horas, para cultivar unicamente E. coli infectadas con el

fago auxiliar.

Al siguiente dia, después de centrifugar la disolucién de cultivo, se
extrajo el sobrenadante y se anadié a un tampén que contenia PEG 8000 al
4% vy cloruro de sodio (NaCl) al 3%, se hizo reaccionar a 4°C durante
aproximadamente 1 hora, y se precipitd y centrifugd el fago. Después de
retirar el sobrenadante, se resuspendio el conjunto de fagos precipitados en
tampon PBS que contenia BSA al 1%, y se uso6 para la siguiente tanda de
seleccion. A medida que avanzaba la tanda de seleccion, se aumenté el
numero de lavados usando PBS-T para amplificar y concentrar el fago

especifico del antigeno.

6-3: Cribado de clones individuales

Se seleccionaron los clones celulares que mostraron afinidad de unién
al ECD (dominio extracelular) de IGF1R humano y MCF-7 que expresan
IGF1R.

Especificamente, para seleccionar los anticuerpos monoclonales que
se unen especificamente a IGF1R a partir del conjunto de fagos obtenido en

el ejemplo 11-2, se realiz6 el siguiente experimento.

Con el fin de separar los monoclones a partir del conjunto concentrado,

se extendid el conjunto de fagos obtenido en el medio de agar LB-
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tetraciclina/carbenicilina y se cultivd para obtener una unica colonia. Después
de inocular estas colonias en una placa de 96 pocillos profundos e incubar
durante la noche, volvieron a inocularse 10 ul de la disolucion de cultivo en la
placa de 96 pocillos profundos y se incubd a 37°C durante aproximadamente
4 horas de la misma manera para obtener una DO apropiada (de 0,5 a 0,7).
Después de afnadir fago auxiliar a 20 MOI a la disolucion de cultivo, se hizo
reaccionar la mezcla a 37°C durante 1 hora. Después de eso, se anadio
kanamicina al medio de cultivo y se cultivé durante la noche a 30°C. Al
siguiente dia, se centrifugd el medio de cultivo y se extrajo el sobrenadante
para realizar ELISA para seleccionar fagos especificos de IGF1R
(Steinberger. Rader y Barbas Ill. 2000. Phage display vectors. En: Phage
Display Laboratory Manual. 1 sted. Cold Spring Harbor Laboratory Press NY.
EE.UU. Pp. 11.9-11.12).

Se anadieron 100 ng de IGF1R recombinante a cada pocillo en una
placa de ELISA, y se hizo reaccionar a 4°C durante aproximadamente 15
horas para recubrir el antigeno sobre la placa. Para prevenir la union
inespecifica, se afadié tampon PBS que contenia BSA al 3% a 200 ul por
pocillo, y luego se hizo reaccionar a 37°C durante aproximadamente 1 hora.

Se descarto el sobrenadante.

Se colocaron en cada pocillo 100 ul de la disoluciéon que contenia el
fago monoclonal preparado, se hizo reaccionar a 37°C durante 1 hora y se
lavé 3 veces con 300 ul de PBS-T. Para detectar el fago unido al antigeno de
IGF1R, se diluyé 1:5000 anticuerpo anti-HA conjugado con HRP en tampodn
PBS que contenia BSA al 3% y se hizo reaccionar a 37°C durante 1 hora.
Después de lavar 3 veces con 300 ul de PBS-T, se afadieron 100 ul de TMB
(tetrametilbencidina, Sigma, T0440) para desarrollar color y se afadieron 50
ul de H.SO4 1 N para extinguir la reaccién. Al medir la absorbancia a 450 nm,
los clones con alta absorbancia en comparacion con el grupo de control de

BSA se seleccionaron como clones de anticuerpo especificos del antigeno.
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Se selecciond el clon 1564 mediante doble cribado.

Ejemplo 7: Produccion de variante de afinidad de anticuerpo anti-
IGF1R

Los anticuerpos se optimizaron llevando a cabo variacién de afinidad
por los clones seleccionados evaluando la capacidad de union de ligando y la
capacidad de penetracion de la BHE. En el primer ensayo, se prepararon
cebadores de mezcla manual NNS para aleatorizar la CDR2 de cadena
pesada y la CDR3 de cadena ligera basandose en el gen de scFv de 1564 y
de scFv de 1564 amplificado que contiene la secuencia de aleatorizacion
usando la técnica de PCR. Los productos génicos amplificados se insertaron
en el vector pComb3x para elaborar una forma de biblioteca adecuada para
la presentacion en fagos, y pudieron seleccionarse varios clones de scFv que
se unen a IGF1R a través de la seleccion de biblioteca y el cribado mediante
ELISA. Para los clones seleccionados, se identificaron las secuencias de

aminoacidos de la region variable a través de secuenciacion geénica.

En el segundo ensayo, se construyeron dos minibibliotecas para las
cadenas pesada y ligera que introdujeron una retromutacion de la linea
germinal en CDR1, CDR2 y CDRS3, respectivamente. Finalmente se
obtuvieron los clones seleccionado una variante de afinidad basandose en la

productividad y afinidad de union a antigeno de los clones.

Ejemplo 8. Preparacién de variantes de anticuerpo que tienen el

residuo de desamidacion

8-1: Identificacion de residuos de desamidacion

La reaccion de desamidacion significa, por ejemplo, que se forma un

producto intermedio de succinimida simétrico mediante el ataque al enlace
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peptidico en la cadena lateral de asparagina, y este producto intermedio se
convierte o bien en acido aspartico o bien en acido isoaspartico mediante
hidrdlisis. Particularmente, cuando la desamidacion se produce en la CDR, el
anticuerpo se degrada y da lugar a unién débil al antigeno, lo que puede
conducir a una eficacia reducida y heterogeneidad de muestra. La
heterogeneidad de muestra provoca complejidad debido a su identificacion en
autorizaciones clinicas. Por tanto, se pretendi6 identificar la ubicacién en la
que se produce la desamidacion a través de analisis in silico y mapeo de
péptidos, y finalmente, lograr la estabilidad previniendo la desamidacion y

obtener una propiedad y eficacia superiores simultaneamente.

Tal como se muestra en la figura 8, la aparicion de desamidacion real
se identificd mediante analisis in silico y mapeo de péptidos del clon 1564
parental. A este respecto, las muestras se almacenaron a 4°C o 40°C durante
una semana antes de su analisis, y se confirmé que la desamidacién se
producia en L-CDR2, L-CDR3 y H-CDR2. También se analizaron las
variantes de afinidad dadas a conocer en el ejemplo 7 para confirmar la

ubicacion de desamidacion.

8-2: Preparacion de variantes de anticuerpo

El procedimiento de retirada del residuo de desamidacion se realizo
mediante la sustitucion por el siguiente residuo para preparar el mutante:

1) En la secuencia de aminoacidos, Asn se reemplazé por D o Q que
son similares a Asn. Si el mutante no presentaba ningun cambio en la
afinidad de union, todos los residuos se reemplazan por Q.

2) N95a, el residuo de desamidacion de LCDR3, se reemplazé por H,
R y K que tienen carga positiva. Los clones sometidos a este procedimiento
de desamidacién también se denominan clones de desamidacién (de)(StoP).

3) Se sustituyeron los residuos ubicados inmediatamente después de

la CDR en la que se produce la desamidacion. Estos residuos son residuos
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relativamente pequefios y con baja carga (por ejemplo, glicina o serina). Por
tanto, al reemplazar los residuos por otros residuos hidréfobos y de tamario
relativamente pequefio (por ejemplo, valina o alanina), se intenté minimizar la
diferencia en cuanto a afinidad de unién con el anticuerpo parental (clones
antes de la sustitucion de residuos) (tabla 21). Los clones sometidos a este
procedimiento de desamidacién también se denominan clones de
desamidacion (de2)(StoP). La tabla a continuacion muestra como reemplazar

el residuo contiguo al residuo en el que se produce la desamidacion.

Tabla 14
Ubicacién en los | CDR (SEQ) Sitio de | Sustitucion
anticuerpos desamidacion
Cadena ligera 2(ANSNRPYS) N51 S52V
Cadena ligera 3(GTWAGSLNGYYV) N95a G95bA
Cadenapesada |2(SYDNGN) N54 G55A

Letra en cursiva: residuo de desamidacion;

Letra en negrita y subrayada: residuo que va a reemplazarse

Ejemplo 9. Preparacion de diversas formas de anticuerpos anti-
IGF1R

9-1: Preparacion de minicuerpo anti-IGF1R

Se prepard un minicuerpo conectando el scFv completo del anticuerpo
de fago monoclonal especifico de IGF1R obtenido en los ejemplos 6 a 8 al
extremo C-terminal de Fc. Para ello, se prepard la secuencia de nucledtidos
que codifica para la secuencia de aminoacidos de scFv dada a conocer en la
tabla 12, y se escindidé la secuencia de nucledtidos con una enzima de
restriccion y se cloné en un vector de expresion basado en pcDNA que

contenia una secuencia de nucledtidos que codifica para Fc.
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9-2: Preparacion de anticuerpo bivalente anti-IGF1R

Se preparé el scFv completo del anticuerpo de fago monoclonal
especifico de IGF1R obtenido en los ejemplos 6 a 8 y se unieron dos scFv
completos a cada extremo C-terminal del anticuerpo terapéutico en forma de
IgG para obtener un anticuerpo bivalente. Para ello, se prepard la secuencia
de nucledtidos que codifica para la secuencia de aminoacidos de scFv dada a
conocer en la tabla 12, se escindié con una enzima de restriccion y se clono
en un vector de expresion basado en pcDNA que contenia una secuencia de

nucledtidos que codifica para un anticuerpo terapéutico.

9-3: Preparacion de anticuerpo 1gG (IgG completa) anti-IGF1R

Con el fin de convertir las secuencias del anticuerpo 1564 y del
anticuerpo FO6 en una forma de IgG1 completa (IgG completa) entre los
anticuerpos de fago monoclonales especificos de IGF1R obtenidos en los
ejemplos 6 y 7, se sintetizaron las secuencias de nucleotidos de las regiones
de cadena pesada y cadena ligera (Genotec Inc.). Los genes sintetizados de
cadena pesada y cadena ligera se clonaron en vectores de expresion. Una
cadena pesada unida a una molécula de scFv anti-IGF1R, y la otra cadena
pesada sin scFv anti-IGF1R y una cadena ligera comun constituyeron la

forma monovalente de anticuerpo.

9-4: Preparacion de anticuerpo monovalente scFv anti-IGF1R

El ejemplo 9-2 es una forma de minicuerpo en la que la forma de scFv
de anticuerpo anti-IGF1R se une a cada extremo C-terminal de las dos Fc de
la cadena pesada. En este ejemplo, un scFv se une al extremo C-terminal de
una unica Fc en una cadena pesada. En la forma del anticuerpo obtenida en
los ejemplos 6 a 8, se construyeron un vector en el que 1564, F06, C04, VH5,
VH16, VH35, VH9, VH2, VH7 y VH32 del anticuerpo de fago monoclonal
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especifico de IGF1R estaba unido al extremo C-terminal de una unica Fc y un
vector que no tenia anticuerpo anti-IGF1R unido al extremo C-terminal. Se
introdujo la mutacion de botdn en ojal en las regiones Fc para producir una

forma heteromérica, cuando se producen anticuerpos en células.

9-5: Expresion v purificacion de diversos anticuerpos anti-IGF1R

Se introdujeron los vectores preparados en los ejemplos 9-1 a 94 en

células de la siguiente manera.

Especificamente, se ajustaron células CHO-S a una concentracion de
1,5 x 108 células/ml en medio CD-CHO (Gibco, 10743), y luego se cultivaron
en el 8% de CO, a 37°C durante 1 dia. El dia de la transfeccion de ADN, se
prepararon células hechas crecer hasta de 2,5 a 3 x 10° células/ml a una
concentracion de 2,1 x 10° células/ml usando medio CD-CHO que contenia
DMSO al 1%, y luego se cultivaron en las condiciones del 8% de CO., 37°C
durante 3 horas. Después de la centrifugacion a 3000 rpm durante 15
minutos, se retird el sobrenadante y se resuspendié en medio RPMI 1640 con
FBS al 2,5%.

Posteriormente, se diluyé la combinacion de los vectores en medio
Opti-MEM a 1 ug por ml de medio, y se diluyeron 8 ug de PEI (Polysciences,
23966, concentracion madre: 1 mg/ml) por ml de medio de cultivo. Después
de mezclar las mezclas de ADN y PEIl y dejar la mezcla a temperatura
ambiente durante 10 min, se vertié la mezcla en un matraz que contenia
células y se incubd durante 4 horas en el 5% de CO2, 37°C, 100 rpm. Luego,
se cultivd la mezcla con la adiciéon de medio CD-CHO al mismo volumen que
el volumen de cultivo y se incubd en el 8% de CO2, 37°C, 110 rpm durante 4

dias.

Se hizo pasar la disolucion de cultivo obtenida a través de un Mab
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selectsure de equilibracion (GE Healthcare, 5 ml) equilibrado haciendo pasar
un tampén de equilibrado (Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, NaCl 100 mM) para
permitir la unién del anticuerpo expresado a la columna. Después de eso, tras
eluir con citrato de Na 50 mM (pH 3,4) y disolucion de NaCl 100 mM, se
realizé la neutralizacion usando Tris-HCI 1 M (pH 9,0) de modo que el pH
final era de 7,2. Después de eso, se intercambi6 la disolucién de tampdn con
PBS (solucién salina tamponada con fosfato, pH 7,4), y cuando la pureza era
alta, se almacend a -20°C después de la formulacion, y cuando se requirio

purificacion adicional, se almacend a 4°C hasta la purificacion adicional.

Cuando se requirid purificacion adicional, se purificé usando Hiload
superdex 200 (GE Healthcare, n.° de cat. 28-9893-36), y pudo purificarse
usando una variedad de cromatografia de exclusién de tamarnos diferentes.
Después de equilibrar con un tampon de equilibrado (1x solucion salina
tamponada con fosfato pH 7,4, Gibco, n.° de cat. 10010-023), se cargo la
muestra principalmente purificada en la columna. Se almacend la muestra
purificada completamente en un estado congelado a -20°C después de la

formulacion.

Ejemplo 10. Preparacién del anticuerpo biespecifico

Se prepard el anticuerpo anti-IGF1R en forma de scFv segun la
presente invencion uniendo la region variable de cadena pesada y la region
variable de cadena ligera usando un ligador (SEQ ID NO: 134), y se conecto
al extremo C-terminal de la region constante de cadena pesada de la forma
de 1gG completa del anticuerpo anti-alfa-sinucleina usando un ligador (SEQ
ID NO: 133) para preparar el anticuerpo biespecifico. Ademas, como formato
de anticuerpo biespecifico, se prepard un anticuerpo monovalente uniendo
una molécula de la forma scFv del anticuerpo anti-IGF1R por molécula del
anticuerpo IgG del anticuerpo anti-alfa-sinucleina, y se preparé el anticuerpo

bivalente uniendo dos moléculas de la forma scFv del anticuerpo anti-IGF1R
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por molécula del anticuerpo IgG del anticuerpo anti-alfa-sinucleina,

respectivamente.

Las secuencias a modo de ejemplo del anticuerpo anti-alfa-sinucleina
usadas para preparar el anticuerpo biespecifico en este ejemplo, y la
combinacion de la cadena pesada y la cadena ligera recombinantes del
anticuerpo biespecifico preparado segun la presente invencion se muestran
en la siguiente tabla 10. El método de preparacion especifico de anticuerpo
biespecifico bivalente y anticuerpo biespecifico monovalente se describe a

continuacion.

10-1: Clonacion del anticuerpo biespecifico bivalente

Con el fin de construir un vector de expresidon de anticuerpo
biespecifico bivalente, se insertd una secuencia de nucledtidos de anticuerpo
que incluia una secuencia sefial en un sitio de clonacion multiple (MCS) del
vector pcDNA3.4 (Invitrogen). El vector de expresidon de anticuerpo
biespecifico era un vector monocistronico, y se prepararon vectores de
expresion de cadena pesada y vectores de expresion de cadena ligera,

respectivamente.

A medida que se insertd la secuencia de cadena pesada en el vector
de expresién de cadena pesada, el scFv anti-IGF1R se unié mediante un
ligador al extremo C-terminal de la inmunoglobulina en la que se unieron la
region variable de cadena pesada que codifica para el anticuerpo anti-alfa-
sinucleina y la region constante de cadena pesada humana. A medida que se
insertd la secuencia de cadena ligera en el vector de expresion de cadena
ligera, se unieron la regién variable de cadena ligera que codifica para el

anticuerpo anti-alfa-sinucleina y la region constante de cadena ligera humana.
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10-2: Clonacion de anticuerpo biespecifico monovalente

El anticuerpo biespecifico monovalente era un heterodimero
compuesto por una cadena pesada (ojal) de una inmunoglobulina anti-alfa-
sinucleina en la que el scFv anti-IGF1R se unié al extremo C-terminal y una
cadena pesada (botdn) de una inmunoglobulina anti-alfa-sinucleina en la que

el scFv no estaba unido, y una cadena ligera conjugada con el heterodimero.

Con el fin de aumentar la eficiencia de conjugacion del heterodimero
de cadena pesada, se uso la técnica de boton en ojal. Es decir, la secuencia
codificante de la cadena pesada en el tipo ojal se reemplazé por T366S,
L368A y Y406V en la porcion CH3, y la secuencia codificante de la cadena
pesada en el tipo boton se sustituyd por aminoacido con T366W en la porcion
CH3.

10-3: Expresion transitoria

Se realiz6 el vector preparado con maxi-prep (Qiagen) para obtener
una gran cantidad de ADN plasmidico. Luego, se introdujeron en células de la
siguiente manera. Con el fin de producir el AcB monovalente, se
transfectaron el ADN de vector de expresién para la cadena pesada y el ADN
de vector de expresion para la cadena ligera a una razon de 1:1. Para
producir AcB monovalente, se transfectaron el ADN de vector de expresion
para la cadena pesada en el tipo ojal, el ADN de vector de expresion para la
cadena pesada en el tipo botdn y el ADN de vector de expresion para la

cadena ligera a una razon de 0,5:0,5:1.

El dia antes de la transfeccion, se ajusté la concentracién de 3 x 10E6
a 4 x 10E6 células viables/ml de células ExpiCHO™ (Gibco, n.° de cat.
A29127) en medio de expresion ExpiCHO™ (Gibco, n.° de cat. A29100-01), y
luego se incubd en el 8% de CO», 37°C y 120 rpm durante 1 dia. El dia de la

7



transfeccion de ADN, se hicieron crecer las células hasta de 7 x 10E6 a 10 x
10E6 células viables/ml y las que tenian tasas de supervivencia del 95% o

mas se diluyeron hasta 6 x 10° células viables/ml usando medio nuevo.

Con el fin de transfectar las células parentales, se prepar6 el complejo
de ExpiFectamine™ CHO y ADN plasmidico usando el kit de transfeccion
ExpiFectamine™ CHO (Gibco, n.° de cat. A29129). Se prepard cada uno de
los reactivos, ADN y ExpiFectamine™ CHO, a concentraciones apropiadas y
se inoculé en el medio OptiPRO ™ SFM® (Gibco, n.° de cat. 12309019)
anterior que se dispenso y mezclo para dejar a temperatura ambiente durante
5 minutos. Se inoculd el producto en células parentales y se comenzo a
cultivar después de la transfeccion. El dia después de la transfeccion, se
inocularon el potenciador y el alimento incluidos en el kit de transfeccion
ExpiFectamine™ CHO en las células transfectadas, y después de 5 dias, se
inoculd adicionalmente el alimento y se incubd durante 10 dias en el 8% de

COg2, 37°C y 120 rpm para producir las células transfectadas.

10-4: Recogida del medio

Con el fin de obtener la disolucion de cultivo de la produccion
completada, se transfirié el medio de cultivo a un frasco de centrifuga para la
centrifugacion y se centrifugd a 4°C y 6500 rpm durante 30 minutos, seguido
de filtracién con un filtro que tenia un tamafo de 0,2 ym para obtener un
medio de cultivo mediante la retirada de solidos suspendidos. Luego, se uso

el medio de cultivo obtenido para la purificacion posterior.

Ejemplo 11. Analisis de afinidad de uniéon especifica de IGF1R

usando anticuerpo anti-IGF1R

11-1: Analisis de afinidad de unidon especifica de IGF1R usando

anticuerpo anti-IGF1R en forma de minicuerpo (ELISA)
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El analisis de ELISA se realizé para someter a prueba la afinidad de
unién y la unidén dependiente de la concentracion de las formas de minicuerpo
de los clones 996, 1226, 1564 y MKJP2 preparados en el ejemplo 9-1 a

IGF1R recombinante.

Especificamente, IGF1R recombinante humano, que es una diana de
unién a anticuerpo, es un dominio extracelular (ECD) que se adquirié de R&D
Systems (6630-GR/CF). Se diluyé IGF1R humano con 1 ug/ml en tampon
PBS, se ainadié a una cantidad de 100 ul por pocillo en una placa de ELISA
de 96 pocillos (Nunc-Immuno Plates, NUNC, Rochester, NY), se recubrio
haciendo reaccionar a 4°C durante 16 horas, y luego se retird el
sobrenadante. Se anadi6 tampon PBS que contenia BSA al 3% (albumina
sérica bovina) a 200 ul por pocillo y se hizo reaccionar durante 2 horas para

bloquear la union inespecifica.

Se diluyeron 3 veces los anticuerpos de minicuerpo de los clones 996,
1226, 1564 y MKJP2 preparados en el ejemplo 9-1 basandose en la
concentracion mas alta de 20 nM para elaborar 12 puntos, y luego se
transfirieron 100 pl a cada pocillo, y luego se trataron a temperatura ambiente
durante 1 hora. Después del tratamiento, se lavé 4 veces con tampon PBS
que contenia Tween 20 al 0,05%, y se hizo reaccionar a temperatura
ambiente durante una hora afadiendo 100 ul de anticuerpo anti-humana
conjugado con HRP que reconoce Fc humana del minicuerpo diluido en
tampodn de bloqueo a 1: 5000 por cada pocillo. Después de lavar 4 veces con
300 ul de PBS-T (Tween 20 al 0,05%), se realizd el desarrollo de color
usando TMB (tetrametilbencidina, Sigma, T0440). Se extinguié la reaccion
enzimatica con acido sulfurico 0,5 mol/l y se registroé y analizé la absorbancia
a 450 nm usando un lector de microplacas. Los resultados experimentales se

muestran en la figura 1a.

Se confirmd que los cuatro clones de minicuerpo se unieron a la
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proteina IGF1R recombinante humana de manera dependiente de la
concentracion, y especificamente, MKJP2 mostré la capacidad de unidn mas
alta, y posteriormente, los clones 996 y 1564 mostraron una fuerza de union

similar y el clon 1226 mostré una fuerza de unién ligeramente mas baja.

11-2: Analisis de ELISA de reactividad cruzada interespecifica de

anticuerpos contra IGF1R

Se analiz6 la actividad de union cruzada interespecifica de los
anticuerpos anti-IGF1R 1564 preparados segun el método del ejemplo 9-2 y
los anticuerpos anti-IGF1R obtenidos en el ejemplo 6-3 mediante analisis de
ELISA. Para este fin, en primer lugar, se diluyeron antigenos de IGF1R
humano, de mono, de raton y de rata hasta 1 ug/ml, se afiadieron 100 ul a
cada pocillo y se hicieron reaccionar a 4°C durante 15 horas para su
recubrimiento en la parte inferior de la placa. Después de retirar el
sobrenadante, se trataron 200 ul de tampon PBS que contenia BSA al 3% en
cada pocillo para bloquear la union inespecifica. Se diluyeron 5 veces los
anticuerpos anti-IGF1R en PBSB (BSA al 3% en PBS) a una concentracion
maxima de 400 nM, se trataron en cada pocillo y se hicieron reaccionar a
37°C durante 1 hora. Luego, después de lavar con tampon PBS 5 veces, se
diluyé 1:20000 el anticuerpo anti-Fab humana conjugado con HRP que
reconoce la porcion Fab del anticuerpo unido, se traté a 100 ul de cada
pocillo y se hizo reaccionar a 37°C durante 1 hora. Se lavd el producto 5
veces con tampon PBS y se realiz6 el desarrollo de color con TMB
(tetrametilbencidina, Sigma, T0440) segun el método del fabricante. Se
extinguié la reaccion enzimatica con acido sulfurico 0,5 mol/l y se midi6 la
absorbancia a 450 nm usando un lector de microplacas (Molecular Devices).
Cuando se usan muchas muestras en el analisis de ELISA, las placas se
dividieron en dos. Los resultados experimentales se muestran en la tabla 15 a

continuacion.
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Especificamente, los resultados de ELISA de anticuerpos biespecificos
contra IGF1R humano, los resultados de ELISA de IgG 1564 y anticuerpos
biespecificos contra IGF1R humano, los resultados de ELISA de anticuerpos
biespecificos contra IGF1R de ratén y los resultados de ELISA de anticuerpos
biespecificos contra IGF1R de rata, los resultados de ELISA de anticuerpos
biespecificos contra IGF1R de mono se resumen en la tabla 15 a

continuacion.

Los resultados experimentales a continuacion muestran las ventajas de
evaluar la eficacia usando modelos animales de diversas especies, y por
tanto, puede evaluarse la eficacia de agentes terapéuticos usando el
anticuerpo segun la presente invencion en modelos de enfermedad de

diversas especies.

Tabla 15
Resultados del analisis de ELISA de la capacidad de union del anticuerpo a

IGF1R de diversas especies

Experimento Clon de anticuerpo CEso (nM)
ELISA para IGF1R humano ch11F11-1564 0,914
ch11F11-48G5 1,21
ch11F11-54H4 2,88
ch11F11-60H6 10
ch11F11-B11 7,13
ELISA para IGF1R humano 1564 1gG 0,0823
ch11F11-1564 0,379
ELISA para IGF1R de ratén ch11F11 N/A*
ch11F11-1564 3,02
ch11F11 N/A*
ch11F11-48G5 6,2
ch11F11-54H4 N/A
ch11F11-60H6 18,6
ch11F11-B11 148
ELISA para IGF1R de rata ch11F11 N/A*
ch11F11-1564 1,05
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ch11F11-48G5 2,44
ch11F11-54H4 14,2
ch11F11-201** N/A*
ch11F11-1564 0,874
ch11F11-60H6 38
ch11F11-B11 35,1
ELISA para IGF1R de mono ch11F11 N/A*
ch11F11-1564 2,48
ch11F11-48G5 6,69
ch11F11-54H4 8,83
ch11F11-201** N/A*
ch11F11-1564 2,21
ch11F11-60H6 N/A
ch11F11-B11 180

*: no disponible

**201: forma de scFv de herceptina similar biolégicamente

11-3: El analisis de afinidad de union de la variante de afinidad a
IGF1R (FACS)

Se realiz6 la afinidad de unién de las variantes de afinidad preparadas
en el ejemplo 7 mediante ELISA para el ECD de IGF1R y se analiz6 la
afinidad de union por MCF-7 mediante FACS.

Como analisis para los clones primarios, la tabla 16 muestra los
resultados del anadlisis de ELISA para el ECD de IGF1R en forma de
anticuerpo biespecifico de los clones seleccionados de manera primaria
correspondientes, y la tabla 17 muestra el resultado de analizar la afinidad de

union a la linea celular MCF-7 mediante FACS.
Tabla 16

Resultados de ELISA de la union de las formas de anticuerpo

biespecifico de clones seleccionados de manera primaria al ECD de IGF1R
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Clon de anticuerpo CEso (nM)
ch11F11-1564 0,442
ch11F11-A06 1,19
ch11F11-A07 1,2
ch11F11-B02 0,919
ch11F11-B09 1,08
ch11F11-1564 0,49
ch11F11-D03 0,666
ch11F11-E06 0,668
ch11F11-F06 0,467
ch11F11-H04(G) 0,67
Hu3A9-1564 0,144
Hu3A9-A02 0,13
Hu3A9-A07 0,125
Hu3A9-B10 0,156
Hu3A9-B01 0,145
Hu3A9-C04 0,107
Hu3A9-E09 0,159

Tabla 17
Resultados del analisis de FACS de la union a la linea celular MCF-7
Muestras Media geométrica
Ac 2° solo 2,92
1564 parental 4,09
FO6 5,02
AQ7 5,06
B02 4,54
B09 4,29
D03 4,09
E06 4,24
FO6 6,33
Co4 3,88

Como resultado, se selecciond el clon FO6 como el clon que tenia la
capacidad de union mas alta en la union a células en comparacion con el clon
parental (clon 1564) (afinidad madurada), y se seleccion¢ el clon C04 como el
clon con la capacidad de unidn mas baja en la uniébn a células en
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comparacioén con el clon 1564 parental (afinidad reducida).

Como andlisis para los clones secundarios, la tabla 18 muestra los
resultados de ELISA para la unidon de las formas de anticuerpo biespecifico
de clones elaborados en el método de produccion secundario al ECD de
IGF1R.

Tabla 18
Resultados de ELISA de clones seleccionados de manera secundaria al ECD

de IGF1R
Clon de anticuerpo CEso (nM)
Hu11F11(ver.2)-1564 0,259
ch11F11-1564 monovalente 0,347
Hu11F11(ver.2)-C04 0,15
Hu11F11(ver.2)-FO6 0,147
Hu11F11(ver.2)-1564 0,864
ch11F11-F06 0,857
Hu11F11(ver.2)-VH2 135
Hu11F11(ver.2)-VH5 0,366
Hu11F11(ver.2)-1564 0,157
Hu11F11(ver.2)-VH7 402
Hu11F11(ver.2)-VH9 6,06
Hu11F11(ver.2)-VH16 0,236
Hu11F11(ver.2)-1564 0,149
Hu11F11(ver.2)-VH32 121
Hu11F11(ver.2)-VH35 0,167
Hu11F11(ver.2)-VH27 N/A*

Se seleccionaron los clones que van a analizarse con analisis de FACS
tal como se muestra en la tabla 19, después de excluir los clones que tenian
una productividad y propiedades fisicas significativamente reducidas entre los

clones producidos de manera secundaria.
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Tabla 19

Clones que van a analizarse con analisis de FACS

Categoria de afinidad de | Clon de | Explicacion
union anticuerpo
Afinidad de unién similar al | C04 FACS y analisis in vivo
clon 1564 parental FO6 FACS y analisis in vivo
VH5 FACS y analisis in vivo
VH16 FACS y analisis in vivo
VH35 FACS y analisis in vivo
Afinidad de unién | VH9 FACS y analisis in vivo
disminuida en 50 veces C12 Propiedades fisicas no deseadas
Afinidad de union | VH2 FACS y analisis in vivo
disminuida en 50 veces o | VH6 Propiedades fisicas no deseadas
mas VH7 FACS y analisis in vivo
VH27 Propiedades fisicas no deseadas
VH32 FACS y analisis in vivo

La figura 4c es el resultado de analizar la union de los clones a la linea
celular MCF-7 usando FACS, y todos los clones analizados tuvieron una
afinidad de union a MCF-7 mas baja en comparacion con el clon parental
1564. Los resultados muestran que los clones que muestran capacidad de
union disminuida en ELISA también mostraron capacidad de unidn
disminuida en FACS.

Los clones de anticuerpo seleccionados son F06, C04, VH2, VH5, VH7,
VH9, VH16 y VH32, y las secuencias de aminoacidos para las regiones
variables de cadena pesada y las regiones variables de cadena ligera para

estos anticuerpos se muestran en las tablas 4 y 5 anteriormente.

Entre los clones de anticuerpo, se retiraron los focos de desamidacién
presentes en las variantes de VH5, VH16 y FO6 segun la tabla 14 del ejemplo
8-2 para preparar mutantes, y las variantes se prepararon como anticuerpos
biespecificos segun el ejemplo 10. Se usaron VH5 y VH16 para preparar

anticuerpos biespecificos bivalentes con hu11F11 (ver.2) y se us6 F06 para
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preparar anticuerpos biespecificos monovalentes con hu11F11 (ver.2).
Usando el anticuerpo biespecifico preparado, se analizaron tres variantes de
VH5, VH16 y F06 (es decir, hu11f11-F06, hu11f11-VH5, hu11F11-VH16
como anticuerpos biespecificos) y mutantes desamidados (es decir, hu11f11-
FO6(de2)(StoP), hu11f11-VH5(de2)(StoP), hu11F11-VH16(de2)(StoP) como
anticuerpos biespecificos) para determinar la union a MCF-7 segun el método
de analisis de FACS anterior. Los componentes de los anticuerpos
biespecificos se describen en la tabla 10 y la sustitucion del sitio de

desamidacion de estos anticuerpos se describe en la tabla 14 del ejemplo 8-2.

Los resultados del analisis de FACS se muestran en la tabla 20 a
continuacion. Se confirmé que la afinidad de union de los tres mutantes
desamidados (hu11f11-F06(de2)(StoP), hu11f11-VH5(de2)(StoP), hu11F11-
VH16(de2)(StoP)) no disminuyd en comparacion con los anticuerpos
parentales (VHS, VH16, F06).

Tabla 20
WT (de2)(StoP)
% de afinidad de
Variante unién con respecto
M M a afinidad de union
de WT
FO6 (de2)(StoP) | 9,61 8,61 89,59
VH5 (de2)(StoP) | 6,44 8,03 124,69
VH16 (de2)(StoP) | 6,13 6,42 104,73

* IFM = intensidad de fluorescencia media
IFM del control negativo (Ac 2° solo): 2,29

Usando los anticuerpos biespecificos preparados anteriormente, se
analizaron la capacidad de union de tres variantes de VHS, VH16 y FO6 y sus
mutantes desamidados a la proteina IGF1R humana mediante ELISA segun

el método del ejemplo 15-2. Los resultados se muestran en la siguiente tabla.
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Se confirmd que la afinidad de union de los tres mutantes no disminuyd en

comparacion con el anticuerpo parental.

Tabla 21
WT (de2)(StoP)
Variante
CEso (nM) CEso (nM) % WT
FO6 (de2)(StoP) 0,112 0,0575 195
VH5 (de2)(StoP) | 0,125 0,0561 222,81
VH16 (de2)(StoP) | 0,143 0,122 117,21

11-4: Analisis de BlAcore para IGF1R humano

Se analiz6 la capacidad de unién del anticuerpo segun la presente

invencion a IGF1R humano.

Para la forma de IgG del clon 1564, se analizé el grado de union a
IGF1R humano mediante analisis de SPR. Se diluyd el anticuerpo anti-His
contra la etiqueta His unida al ECD de IGF1R humano como antigeno hasta
20 pg/ml en tampdn acetato pH 4,0, y luego se inmovilizdé en el canal de
referencia/analitico del chip CM4 a 10.000 UR como UR objetivo segun el
método de acoplamiento de amina. Durante la captura, se usé PBS como
tampon de ejecucion, y se mantuvo la velocidad de flujo a 30 pl/min. Durante
la asociacion/disociacion, la velocidad de flujo era de 40 pl/min, y se usé PBS
como tampdn de ejecucion. La asociacion/disociacion fue de 5 minutos y 20
minutos, respectivamente. El analisis se realiz6é en el orden de nivel inicial 1,
activacion (EDC NHS), carga de IGF1R humano, extincion (etanolamina 1 M),
nivel inicial 2, asociacion y disociacion. La evaluacion se realiz6 usando un
modelo bivalente, y se analizé usando el software de evaluacion Biacore
T200 (version 1.0, S/N: 04Y15X11-0149).
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Como resultado del analisis, se confirmd que la KD del anticuerpo 1gG
1564 era de 2,5305 x 10° nM, y se confirmd que la del anticuerpo IgG F06
era de 4,7802 x 10" nM, mostrando todos ellos una alta capacidad de union a
IGF1R humano. Los resultados del analisis se muestran en la figura 11b. En
particular, cuando se produjo el clon 1564 en forma de IgG, el clon 1564
mostréo una constante de disociacion de 2,5305 x 10° nM para IGF1R
humano, y el clon 1564 confirmdé que no habia ningun cambio significativo en

la afinidad de unién dependiendo de las formas de los anticuerpos.
Ejemplo 12. Analisis de la capacidad de unién para el anticuerpo
anti-IGF1R a la linea celular que expresa IGF1R humano y células

endoteliales del cerebro

12-1: Analisis de FACS para MCFE-7

Para confirmar si las formas de minicuerpo de los clones 996, 1226 y
1564 preparadas en el ejemplo 9-1 se unen a IGF1R enddgeno en la
superficie celular, se realizé el analisis de la afinidad de unién para lineas
celulares que expresan IGF1R humano y células endoteliales del cerebro
mediante FACS. Se sometié a prueba el grado de union a MCF-7, que se
sabe que es una linea celular de cancer de mama que sobreexpresa IGF1R,
mediante FACS.

Especificamente, se diluyé cada uno de los tres minicuerpos hasta 20
ug/ml, se tratd con 0,43 x 10E6 de las lineas celulares MCF-7 por muestra y
se hizo reaccionar a 4°C durante 1 hora. Después de lavar dos veces con
tampon PBS, se diluyo el anticuerpo anti-FITC humano a 1:500, se traté y se
hizo reaccionar a 4°C durante 1 hora. Después de lavar dos veces con
tampon PBS, se midieron los grados de union de los minicuerpos anti-IGF1R
usando un instrumento FACS Calibur. Se usaron las células MCF-7 tratadas

unicamente con anticuerpos secundarios como control. Los resultados
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experimentales se muestran en la figura 4a.

Se analizaron A02, A06, A07, BO1, B02, B09, B10, C04, D03, E06, FO6,
HO4 (Gly), HO4 (Val), VH2, VH5, VH7, VH9, VH16, VH32 y VH35 preparados
en el ejemplo 7 y el ejemplo 9-2 para determinar su afinidad de unién a MCF-
7 de la misma manera que anteriormente. Se preparoé el clon 1564 mediante
el método del ejemplo 14-2 y se compard con los clones parentales, y se
usaron células MCF-7 tratadas unicamente con anticuerpos secundarios

como controles. Los resultados del analisis se muestran en la figura 4c.

Segun los resultados del experimento anterior, se expres6 como
intensidad de fluorescencia media (IFM) de la muestra, y el scFv en tres
minicuerpos, las variantes de afinidad en los anticuerpos biespecificos y el
clon parental (clon 1564) se unieron especificamente al IGF1R endogeno
expresado en la superficie celular. El resultado muestra que los clones
obtenidos en los ejemplos anteriores pueden usarse con el propdsito previsto

mediante unién a IGF1R en una forma realmente presente en el cuerpo.

12-2: Analisis de FACS para JIMT-1y BT474

Los minicuerpos de los clones 996, 1226 y 1564 preparados en el
ejemplo 12-1 de manera sustancialmente idéntica, excepto que se usaron
JIMT-1 y BT474 de lineas celulares de cancer de mama en lugar de las
lineas celulares MCF-7 usadas en el ejemplo 14-1. Se confirmd6 que la
morfologia se uni¢ a IGF1R enddgeno en la superficie celular. Los resultados

experimentales se muestran en la figura 4a.

Segun los resultados experimentales anteriores, se expresé como
intensidad de fluorescencia media (IFM) de la muestra correspondiente, y se
confirmo que los scFv en los tres minicuerpos sometidos a prueba se unieron

especificamente a IGF1R enddégeno en la superficie de diversas lineas
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celulares que expresan IGF1R.

12-3: Analisis de FACS de células endoteliales del cerebro de ratdén

Se analizé si la forma de anticuerpo biespecifico del clon 1564
preparada mediante el método del ejemplo 9-2 y la forma de IgG del clon
1564 preparada mediante el método del ejemplo 14-3 se unian a bEND.3
de la célula endotelial del cerebro. A este respecto, se usaron el grupo
tratado Unicamente con anticuerpo secundario y el grupo tratado
unicamente con anticuerpo terapéutico en forma de IgG (CH11F11) como
controles negativos. Se realizo analisis de FACS de la misma manera que
en los ejemplos 12-1 y 12-2. Los resultados del analisis se muestran en la

figura 4b.

Todos los clones sometidos a prueba mostraron unién a bEND.3
excepto los controles negativos. Los resultados confirmaron que diversas
formas del clon 1564 se unieron especificamente a IGF1R expresado en la

superficie de células endoteliales del cerebro.

Ejemplo 13. Anadlisis de la internalizacion intracelular de

anticuerpo anti-IGF1R

13-1: Ensayo de internalizacion de MCF-7 — 1564, 996, 1226, MKJP2

(minicuerpo)

El ejemplo se llevd a cabo para someter a prueba si las formas de
minicuerpo de los clones 996, 1226, 1564 y MKJP2 preparados en el ejemplo
9-1 se internalizaban de manera intracelular en una linea celular que expresa
IGF1R, y se hizo pasar el anticuerpo introducido en la célula a través de la
ruta de RMT sin degradarse. Con el fin de que el anticuerpo anti-IGF1R se

use como lanzadera para mejorar la capacidad de penetracion de la BHE, el
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anticuerpo debe internalizarse en células endoteliales del cerebro que

constituyen la BHE.

Se sometié a prueba la internalizaciéon intracelular de los anticuerpos
segun la presente invencion usando la linea celular MCF-7 que expresa
IGF1R. Especificamente, después de sembrar 30.000 células MCF-7 en una
camara de portaobjetos de 8 pocillos, se cultivaron las células durante 1 dia.
Se trataron las lineas celulares cultivadas en cada pocillo a 4°C durante
2 horas con 5 ug/ml de anticuerpos de minicuerpo de los clones 996, 1226,
1564 y MKJP2 preparados en el ejemplo 9-1, se lavaron tres veces con
cultivo DMEM frio y también se trataron con anticuerpo anti-Fc humana

conjugado con Alexa 488 a 4°C durante 1 hora.

Para someter a prueba la internalizacion del complejo de anticuerpo,
se transfirid la placa a una incubadora de CO2 y se incubd a 37°C durante 30
minutos. Se fijo el cultivo afiadiendo metanol al 100% y se termind la reaccion
simultaneamente. Después de la fijacion, se lavd 3 veces con PBS. Bajo el
microscopio de fluorescencia, se obtuvieron imagenes del grado de
internalizacién del anticuerpo en la region de filtro verde (Alexa 488). En el
procedimiento de obtencion de imagenes, se tifieron los nucleos en el interior
de las células usando DAPI para confirmar la ubicacion de cada célula. Los

resultados experimentales se muestran en la figura 5a.

A partir de los resultados experimentales, se mostré que los cuatro
anticuerpos sometidos a prueba en el experimento usando la linea celular
MCF-7 se internalizan bien. En particular, se hallé que la internalizacion de

MKJP2 y 1564 se producia mas que otros clones.

13-2: Ensayo de internalizacion de MCF-7 — C04, F06, VH5, VH16,
VH35, VH9, VH2, VH7, VH32

91



Se sometieron a prueba variantes de 1564 que tenian un cambio en la
capacidad de union a IGF1R o la unién a IGF1R en la superficie celular
mediante analisis de FACS usando la linea celular MCF-7 que expresa
IGF1R. Se trataron 2 x 10E5 células MCF-7 con el anticuerpo biespecifico
elaborado mediante el anticuerpo anti-IGF1R scFv a una concentracién de
10 ug/ml durante 30 minutos. Después de lavar con tampon PBS que
contenia BSA al 1%, se tratd con el anticuerpo secundario unido con FITC
para detectar anticuerpos humanos durante 1 hora. Después de lavar con
tampon PBS, el analisis de FACS confirmé la union extracelular y la

internalizacion de diversas variantes con afinidad de unién cambiada.

Tal como se muestra en la tabla 22, se hall6 que el anticuerpo
biespecifico que incluye anticuerpo contra IGF1R 1564 tenia una
internalizacion aumentada y una intensidad aumentada a 37°C con respecto
a la condicion refrigerada. Estos resultados sugieren que las variantes de
1564 se unen bien a las células y se internalizan en las células de manera

dependiente de la union.

Tabla 22
Muestra Media geométrica
Internalizacion a 37°C

Sin tratar 1,88
Ac 2° solo 2,86
hu3A9 WT 3.4

hu3A9x1564 WT 7,72
hu11F11 WT 3,18
hu11F11x1564 WT 7,34
hu3A9x1564_C04 7,23
hu3A9x1564_F06 19,8
hu11F11x1564_VH5 6,1

hu11F11x1564_VH16 5,83
hu11F11x1564_VH35 7,28
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hu11F11x1564_VH9 5,01
hu11F11x1564_VH2 3,19
hu11F11x1564_VH7 3,84
hu11F11x1564_VH32 3,24

13-3: Analisis de la internalizacion en células endoteliales del cerebro

humanas

Se sometid a prueba si la forma bivalente y la forma monovalente del
clon 1564 preparadas en los ejemplos 9-2 y 9-4 se internalizaban en células
endoteliales del cerebro microvasculares humanas (HMBEC) primarias. Se

uso el anticuerpo terapéutico IgG (11F11) como control negativo.

Se sembraron HMBEC (Cell Systems, n.° de cat.: ACBRI376) en una
placa de 12 pocillos al 90% de confluencia, seguido de anticuerpo de prueba.
Después de fijar con paraformaldehido al 4% y enjuagar con PBS al siguiente
dia, se realizaron el bloqueo y la permeabilizacion usando una disolucion que
contenia BSA al 3% y TritonX durante 50 minutos. Después de enjuagar con
PBS, se incubd un anticuerpo contra Fc humana (anticuerpo de cabra anti-
IgG humana) durante 2 horas y 30 minutos, se enjuagdé con PBS y se tratd
con un anticuerpo secundario contra el anticuerpo primario correspondiente
durante 1 hora. Después de enjuagar con PBS, se tifieron las células con
Hoechst durante 10 minutos a una concentracion de 1:1000 para la tincion
nuclear. Se analizo el resultado en condicion de LSM 780 NLO EC Plan-
Neofluar 100X/1.3 Oil con un microscopio confocal. Los resultados

experimentales se muestran en la figura 5b.

La forma bivalente y la forma monovalente del clon 1564 mostraron
una internalizacion aumentada en comparacion con el anticuerpo terapéutico
de control negativo (11F11). Este resultado muestra que el anticuerpo anti-
IGF1R descrito anteriormente puede internalizar eficazmente el anticuerpo

terapéutico en células endoteliales del cerebro que constituyen la BHE, a
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medida que diversas formas de anticuerpos biespecificos que contienen un
anticuerpo terapéutico se unian a la misma, aumentando de ese modo la

capacidad de penetracion de la BHE del anticuerpo terapéutico.

13-4: Analisis del destino celular en células endoteliales del cerebro

humanas

Si el anticuerpo se internaliza y ubica conjuntamente con un marcador
relacionado con el lisosoma en la célula, el anticuerpo no puede pasar a
través de la BHE debido a la degradacion en la célula endotelial del cerebro.
En cambio, si el anticuerpo se ubica conjuntamente con un endosoma
temprano asociado con exocitosis 0 un marcador que se sabe que esta
asociado con el paso a través de la BHE, se espera que el anticuerpo
atraviese la BHE mediante transcitosis mediada por receptor, es decir, que se
internalice en las ceélulas endoteliales del cerebro y luego salga hacia el

cerebro.

Después de tratar las HMBEC de la misma manera con la forma
bivalente de 1564 entre los anticuerpos sometidos a prueba en el ejemplo 13-
2, se analizd qué componente celular en estas células se ubica
conjuntamente con estos anticuerpos. Sin embargo, se traté cada uno de los
siguientes anticuerpos simultaneamente con anticuerpos de cabra anti-IgG
humana que detectan los anticuerpos tratados después del bloqueo y de la

permeabilizacion.

- Anticuerpo anti-catepsina D: marcador lisosémico

- Anticuerpo anti-caveolina-1: marcador de transcitosis mediada por
caveolina (que se piensa que es el principal mecanismo del paso a
través de la BHE)

— Anticuerpo anti-EEA1: marcador de endosoma temprano
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Las demas partes de los métodos fueron las mismas que en el ejemplo
13-2, pero los anticuerpos secundarios contra los marcadores se trataron

respectivamente.

Los resultados del analisis se muestran en la figura 5c. El clon 1564 en
forma de anticuerpo biespecifico no se ubicd conjuntamente con catepsina D,
pero si se ubicé conjuntamente con caveolina-1 y EEA1 en el interior de la
membrana celular y en las células. Estos resultados indican que, después de
que se internalizara el clon 1564, era posible atravesar la BHE a través de la

ruta de RMT sin experimentar el mecanismo de degradacion intracelular.

Ejemplo 14. Analisis del efecto de anticuerpo anti-IGF1R sobre la

senalizacion de IGF1R

14-1: Ensayo de proliferacion de la linea celular MCF-7 usando IGF1R

Se confirmo si el anticuerpo anti-IGF1R segun la presente invencion
interfiere en la union entre IGF1R (receptor de IGF1) y su ligando usando la

eficacia de proliferacion celular por IGF1.

Se diluyeron 5 veces los anticuerpos de minicuerpo de los clones 996,
1226, 1564 y MKJP2 preparados en el ejemplo 9-1 desde 400 nM,
respectivamente, para preparar muestras diluidas, y luego se trataron 25 ul
de las muestras diluidas con 25 pl de IGF1 20 ng/ml, respectivamente. Se
cultivd la linea celular MCF-7 que expresa IGF1R, y se sometio a pase
retirando el medio el dia del experimento, y se afiadieron 20.000 células de
cada pocillo (correspondientes a 50 ul) a una placa de 96 pocillos en la que

se dispensaron IGF1 y anticuerpo de prueba.

Después de incubar a una temperatura y humedad apropiadas durante

3 dias, se trataron 10 pl de reactivo CCK-8 con el fin de medir el grado de
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crecimiento celular, y se incubaron en una incubadora de CO: durante 4-5
horas. Luego, se extrajo y se midio la absorbancia a una longitud de onda de
450 nm con el espectrofotdmetro. Los resultados experimentales se muestran

en la figura 6a.

Segun los resultados experimentales, se confirmd que el anticuerpo
segun la presente invencidn no inhibié la proliferacion celular de MCF-7
provocada por la sefalizacion de IGF1 con respecto a IGF1R. El anticuerpo
anti-IGF1R (Imclone) como grupo de control inhibi6 la proliferacion celular de
MCF-7 por la senalizacion de IGF1 con respecto a IGF1R de manera
dependiente de la concentracion de tratamiento. Por tanto, el anticuerpo de la
presente invencion es un anticuerpo que tiene la capacidad de unirse a
IGF1R expresado en células endoteliales que constituyen la BHE y penetrar
la BHE, pero no inhibe la sefalizacion por IGF1 en el cuerpo. Por tanto, se
confirmd que el anticuerpo segun la presente invencion pudo usarse como

lanzadera de la BHE.

14-2: Analisis de la inhibicion de IGF1R del componente de

senalizacion en la linea celular MCF-7

Cuando la uniéon de IGF1 a las células que expresan IGF1R
proporciono sefalizacion en las células, se sometidé a prueba el anticuerpo
anti-IGF1R segun la presente invencién para determinar si IGF1 estaba
implicada en el componente de sefializacion aguas abajo y el receptor de la
sefalizacién. Es decir, se tratd las lineas celulares MCF-7 que expresan
IGF1R con el anticuerpo anti-IGF1R, y luego se analizaron IGF1R total,
IGF1R fosforilado, Akt total como factores aguas abajo de IGF1R y cantidad

de Akt fosforilada en las células.

Después de cultivar las células MCF-7, se cambid el medio de cultivo

por un medio de cultivo libre de suero 20 horas antes del tratamiento con el
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anticuerpo anti-IGF1R. Se trataron los anticuerpos de minicuerpo de los
clones 996, 1226, 1564 y MKJP2 preparados en el ejemplo 4-1 con 100 nM
en las lineas celulares MCF-7, respectivamente, y se trataron con 200 ng/ml
de IGF1 después de 1 hora. Después de 20 minutos, se lavaron las células
con PBS y luego se sometieron a lisis con M-PER anadido mediante coctel
de inhibidores de proteasas y fosfatasas. Después de medir la concentracién
de proteina usando el kit de ensayo BCA, se cargaron 12,5 ug de proteina
sobre un gel de SDS-PAGE para la electroforesis, y luego se transfirieron a
una membrana de PVDF. Se realizé el bloqueo a temperatura ambiente con
agitacién suave durante 1 hora con PBST (Tween 20 al 0,1%) que contenia
BSA al 5%, y luego se tratd con el anticuerpo primario contra IGF1R o Akt
con agitacion lenta a 4°C durante la noche. Se uso6 el anticuerpo beta-actina
como control de carga. Después del lavado, se tratd con el anticuerpo
secundario con agitacion lenta a temperatura ambiente durante 1 hora, y
luego se lavd. Se afnadio disolucion de ECL, y se observaron las sefales
usando Image Quant Las 4000. Los resultados experimentales se muestran

en la figura 6b.

Segun los resultados experimentales, se confirmd que el anticuerpo
segun la presente invencion no afecté a IGF1R total, IGF1R fosforilado, Akt
total como factor aguas abajo de IGF1R ni a la cantidad de Akt fosforilada en

las células.

14-3: Analisis de la inhibicion de IGF1R del componente de

senalizacion en células endoteliales del cerebro de ratdon

Cuando la union de IGF1 a las células que expresan IGF1R
proporciono sefalizacion en las células, se sometié a prueba el anticuerpo
anti-IGF1R segun la presente invencién para determinar si IGF1 estaba
implicada en el componente de sefializacion aguas abajo y el receptor de la

sefalizacion. Es decir, se trataron lineas celulares bEND3 que expresan
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IGF1R con los anticuerpos monoespecificos contra alfa-sinucleina 11F11-
1564 y 3A9-1564 CH11F11 y ch3A9 (descritos en la patente coreana con n.°
de publicacion 2018-0081465) producidos mediante el método del ejemplo 9-
2 y el clon 1564 en forma de IgG producido mediante el método del ejemplo
9-3, y luego se analizaron IGF1R total, IGF1R fosforilado, Akt total como

factores aguas abajo de IGF1R y la cantidad de Akt fosforilada en las células.

Mientras se incubaban las células bEND3, se cambido el medio de
cultivo por un medio de cultivo libre de suero 20 horas antes del tratamiento
con el anticuerpo anti-IGF1R. Se trataron los anticuerpos biespecificos de los
clones 1564 y MKJP2 del ejemplo 14-2 respectivamente con 100 nM en la
linea celular bEND y se trataron con 200 ng/ml de IGF1 después de 1 hora.
Después de 20 minutos, se lavaron las células con PBS y luego se
sometieron a lisis con M-PER anadido mediante coctel de inhibidores de
proteasas y fosfatasas. Después de medir la concentraciéon de proteina
usando el kit de ensayo BCA, se cargaron 12,5 ug de proteina sobre un gel
de SDS-PAGE para la electroforesis, y luego se transfirieron a una
membrana de PVDF. Se realizé el bloqueo a temperatura ambiente con
agitacion suave durante 1 hora con PBST (Tween 20 al 0,1%) que contenia
BSA al 5%, y luego se tratd con el anticuerpo primario contra IGF1R o Akt
con agitacion lenta a 4°C durante la noche. Se usoé el anticuerpo beta-actina
como control de carga. Después del lavado, se tratdé con el anticuerpo
secundario con agitacion lenta a temperatura ambiente durante 1 hora, y
luego se lavd. Se afnadio disolucion de ECL, y se observaron las sefales
usando Image Quant Las 4000. Los resultados experimentales se muestran

en la figura 6c¢.

Segun los resultados experimentales, se confirmd que el anticuerpo
segun la presente invencion no afecté a IGF1R total, IGF1R fosforilado, Akt
total como factor aguas abajo de IGF1R ni a la cantidad de Akt fosforilada en

las células.
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Ejemplo 15. Analisis de la capacidad de penetracion de la BHE in

vivo de anticuerpo anti-IGF1R (ensayo de localizacion conjunta)

15-1. Localizacion conjunta de minicuerpos con vaso cerebral

Se llevd a cabo el siguiente experimento para confirmar si los
anticuerpos anti-IGF 1R de la presente invencidn se distribuian a lo largo de la

vasculatura del cerebro in vivo.

Especificamente, se administraron tampon PBS o 10 mg/kg de control
de IgG, y los anticuerpos de minicuerpo de los clones 996, 1226 y 1564
preparados en el ejemplo 14-1, a la vena de la cola de un raton macho
BALB/c de 6-8 semanas de edad, respectivamente. Después de 4 horas, se
perfundié por via intracardiaca el cerebro del ratbn con una cantidad
suficiente de disolucién de NaCl al 0,9% y paraformaldehido al 4%. Se extrajo
el cerebro fijado y se cortd en secciones de 20 ym, y se realizé tincion
conjunta con anticuerpo anti-CD31 de ratdbn como marcador vascular, y
anticuerpos anti-Fc humana, para confirmar la localizacion conjunta de los
vasos cerebrales y el IGF1R sometido a prueba. Se usaron un anticuerpo
secundario conjugado con Alexa 488 para CD31 y un anticuerpo secundario
conjugado con Alexa 594 para Fc humana para la obtencion de imagenes de
CD31 y Fc humana bajo un microscopio de fluorescencia. Los resultados

experimentales se muestran en la figura 7a.

Segun los resultados experimentales, se confirmd que los anticuerpos
no bloqueantes de la unidén de ligandos segun la presente invencion tuvieron
una excelente capacidad de penetracion de la BHE. Como resultado de la
tincion de los tejidos cerebrales con marcadores vasculares (anticuerpo anti-
CD31, verde) y anticuerpos humanos (anticuerpo anti-Fc humana, rojo)
segun el método de analisis del grado de localizacion conjunta del anticuerpo

con vasos sanguineos cerebrales mediante inmunotincion (Neuron (2016)
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Yu-Zuchero et al.), los anticuerpos no bloqueantes de la unién de ligandos
segun la presente invencion mostraron un mayor grado de localizacion

conjunta que el grupo de control de I1gG.

15-2. Analisis de la capacidad de penetracion de la BHE in vivo de

anticuerpo biespecifico

Se intentdé confirmar la capacidad de penetracion de la BHE in vivo del
anticuerpo anti-IGF1R de la presente invencidon en ratas normales. Se
administraron tampén PBS o 10 mg/kg de control de IgG, y anticuerpo
terapéutico para la enfermedad de Parkinson (11F11) o el anticuerpo
biespecifico bivalente (11F11-1564) que contiene el clon 1564 unido al
anticuerpo terapéutico, a la vena de la cola de ratas SD, respectivamente. A
las 24 horas, se analizaron las cantidades de anticuerpos en LCR y cerebro
mediante espectrometria de masas. La espectrometria de masas se realizo

de la misma manera que el método del ejemplo 20-1.

El anticuerpo biespecifico al que estaba unido el clon 1564 mostré una
mayor capacidad de penetracion del LCR y cerebro que el anticuerpo
terapéutico al que no estaba unido el anticuerpo anti-IGF1R, y se confirmé la
eficacia a ambas dosis de 10 y 30 mg/kg. El anticuerpo biespecifico mostro
una capacidad de penetracion del cerebro hasta aproximadamente 4,5 veces

mayores que el anticuerpo monoespecifico a la dosis de 30 mg/kg.

Se preparo el clon 1564 en forma bivalente y forma monovalente segun
los ejemplos 9-2 y 9-4, y luego se administré a 30 mg/kg o 60 mg/kg de la
misma manera tal como se describid anteriormente, y se analizaron las
cantidades de anticuerpos en LCR y cerebro después de 24 horas. Los dos
tipos de anticuerpos biespecificos unidos al clon 1564 mostraron una mayor
capacidad de penetracion del LCR y cerebro que los anticuerpos

monoespecificos. En particular, la forma bivalente mostr6 una mayor
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capacidad de penetracion de la BHE que la forma monovalente, que aumentoé

la capacidad de penetraciéon del cerebro en hasta 5 veces.

Los resultados de la figura 7b y la figura 7c muestran que el clon 1564
mejora la capacidad de penetracion de la BHE del anticuerpo terapéutico en
el cuerpo incluso cuando esta unido al anticuerpo terapéutico de diversas

formas.

Se esperaba que las variantes de afinidad del clon 1564 preparadas
segun el ejemplo 2 aumentar la PK en suero en comparacion con el clon
parental. Por tanto, se esperaba que la capacidad de penetracién de la BHE
se mejoraria al permanecer en suero durante mucho tiempo y mantener de
manera continua el flujo de entrada en la BHE. Después de administrar por
via intravenosa las variantes de afinidad producidas en forma bivalente segun
el ejemplo 9-2 o en forma monovalente segun el ejemplo 9-4 a ratas SD a 30
mg/kg, se extrajo sangre a partir del compartimento de la vena ocular a las 0,
24 y 48 horas. Se dividieron los anticuerpos sometidos a prueba en dos
experimentos segun la estructura principal del anticuerpo terapéutico. Los
anticuerpos biespecificos de las variantes correspondientes usados en el

experimento se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 23

Anticuerpos biespecificos usados para el analisis de la penetracién de la BHE

in vivo

Clones de estructura principal | Clones de estructura principal
quimérica humanizada

Ch11F11-1564 bivalente Hu11F11(ver.2)-1564 bivalente
Ch11F11-1564 monovalente Hu11F11(ver.2)-VH5 bivalente
Ch11F11-C04 monovalente Hu11F11(ver.2)-VH16 bivalente
Ch11F11-FO06 bivalente Hu11F11(ver.2)-VH35 bivalente
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Ch11F11-F06 monovalente Hu11F11(ver.2)-VH9 bivalente
** Hu11F11(ver.2)-VH2 bivalente
> Hu11F11(ver.2)-VH7 bivalente
> Hu11F11(ver.2)-VH32 bivalente

Se analizaron los niveles en sangre de los anticuerpos mediante ELISA.
Después se recubrio el anticuerpo de cabra anti-Fc humana en una placa de
96 pocillos, se tratd una cantidad apropiada de la muestra diluida y luego se
detectd con un anticuerpo conjugado con un anticuerpo anti-Fab humana
conjugado con HRP. Los resultados del analisis se muestran en la figura 7d y

la figura 7e.

Como resultado, en el primer grupo de prueba, la forma monovalente
de 1564, la forma monovalente de FO06 y la forma monovalente de C04
mostraron una PK en suero mas duradera que la bivalente del clon 1564
parental. En el segundo grupo de prueba, las formas bivalentes de VH2, VH5,
VH7, VH9, VH16 y VH32, excepto VH35, mostraron una PK en suero

aumentada en comparacion con la bivalente 1564 parental.

Con el fin de analizar la capacidad de penetracion de la BHE de los
grupos, se extrajo LCR a partir de las ratas a las 48 horas y se analizd
mediante el mismo método de ELISA. Los resultados del analisis se muestran

en la figura 7f.

En el primer grupo de prueba, las formas 1564 monovalente, FO6
monovalente y C04 monovalente, que muestran una PK en suero aumentada,
mostraron anticuerpo en LCR aumentado en comparacién con la bivalente
1564 parental. En el segundo grupo de prueba, las bivalentes de VH2, VHS5,
VH7, VH9, VH16 y VH32, que también mostraron una PK en suero
aumentada, mostraron anticuerpo en LCR aumentado en comparacién con la
bivalente 1564 parental. VH35 mostr6 una PK en suero mas corta y un bajo

nivel de anticuerpo en LCR en comparacién con la bivalente 1564 parental.
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Los resultados de la figura 7d, la figura 7e y la figura 7f mostraron que
la PK en suero era un factor importante en la capacidad de penetraciéon de la
BHE del anticuerpo debido al continuo flujo de entrada en la BHE del
anticuerpo, y que aumentaron las capacidades de penetracion de la BHE de
anticuerpos biespecificos que tienen lanzadera de BHE y PK en suero. En
particular, en el caso de la forma monovalente FO6 con el nivel de anticuerpo
en LCR mas alto, mostr6 una capacidad de penetracion del LCR
aproximadamente 5 veces mayor que la bivalente 1564 parental. En los
ejemplos 18-2 y 18-3, puesto que el anticuerpo bivalente 1564 mostré una
capacidad de penetracién del LCR aproximadamente 3 veces mayor que el
anticuerpo monoespecifico en LCR, se esperaba que la forma monovalente
FO6 mostrara una capacidad de penetracion de la BHE hasta

aproximadamente 15 veces mayor que el anticuerpo monoespecifico.

Ejemplo 16. Mapeo de epitopo de anticuerpos anti-IGF1R

16-1. Analisis de ELISA de anticuerpo anti-IGF1R, proteina IGF1R
hervida vy proteina IGF1R nativa

Con este ejemplo se intentd confirmar si el anticuerpo anti-IGF1R
reconoce un epitopo lineal o un epitopo conformacional. Se realiz6 ELISA
con los anticuerpos biespecificos bivalentes de 1564, 48G5, 54H4, 60H6 y
B11 y proteina del ECD de IGF1R humano nativo o una proteina calentada
(IGF1R hervido). Se realizé el método de ELISA de la misma manera que se
muestra en el ejemplo 11. Los resultados del analisis se muestran en la

siguiente tabla.
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Tabla 24

ID de clon CEso (nM) para IGF1R | CEso (nM) para IGF1R
nativo hervido

ch11F11-1564 0,914 N/A*

ch11F11-48G5 1,21 N/A

ch11F11-54H4 2,88 N/A

ch11F11-60H6 10 N/A

ch11F11-B11 7,13 410

*N/A: No disponible

Los clones mostraron una unién a la proteina del ECD de IGF1R
humano nativo similar al ejemplo 15, pero no se unieron a la proteina del
ECD de IGF1 humano hervido, cuya estructura terciaria se destruyo al aplicar
calor. Esto significa que el anticuerpo anti-IGF1R de la presente invencion se

une a un epitopo conformacional, pero no a un epitopo lineal.

16-2. Mapeo de epitopo de anticuerpo anti-IGF1R

Para analizar el epitopo conformacional del clon 1564, se realizd
exploracién de alaninas de la siguiente manera. Se hizo que la célula
OGFARS, una linea celular de cancer de ovario que se confirmd que tenia
una baja expresidon de IGF1R, expresara la biblioteca de IGF1R en la que se
fusiond una etiqueta eGFP al extremo N-terminal y se retird6 el dominio de
cinasa C-terminal. La biblioteca de IGF1R contiene las mutaciones en las que
los residuos en la superficie de IGF1R se sustituyen por alanina. Se
transfectd la biblioteca preparada en células OVCARS3. Se trataron las células
identificadas con expresion de IGF1R con anticuerpo 1564, y luego se
marcaron de manera fluorescente tratandolas con un anticuerpo secundario
marcado con Dylight650. Se clasificaron las células marcadas segun la
presencia o ausencia de expresion de IGF1R, la expresiéon de IGF1R vy la
presencia 0 ausencia de union a 1564, y se realizd secuenciacion exhaustiva
de ARN usando la técnica HiSeq de lllumina para analizar la frecuencia de
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cada mutacion de alanina en el grupo de células correspondiente. Se
normalizé la frecuencia correspondiente como un resultado para células que
expresan IGF1R silvestre, y luego se calculé la frecuencia relativa para
seleccionar las mutaciones cuyo numero disminuia en el grupo de células
marcadas con 1564. Basandose en esta observacion, se hallé que el epitopo
del clon 1564 estaba ubicado en el dominio FN2, y los residuos
pertenecientes al mismo eran Y775, P776, F778, R650, S791 y L798. Los
resultados y las secuencias reconocidas por el clon 1564 se muestran en la
figura 9. Puesto que se desconoce que estos residuos participen en la union
de IGF1 segun la bibliografia anterior, los resultados describen de manera

fiable las propiedades del clon 1564 en el ejemplo 16-1.

Ejemplo 17. Comparacién de las afinidades de unién a antigeno

de anticuerpo monoespecifico y anticuerpo biespecifico

17-1: Afinidades de unidon de anticuerpo monoespecifico y anticuerpo

biespecifico a antigeno de alfa-sinucleina

Cuando se uni6 la forma de scFv de anticuerpo contra IGF1R al
anticuerpo contra alfa-sinucleina en tipo de IgG, se analiz6 el efecto sobre la

afinidad de unién del anticuerpo contra alfa-sinucleina.

Se recubrieron los agregados de alfa-sinucleina en una placa de 96
pocillos a una concentraciéon de 1 ug/ml durante 18 horas, y después del
lavado, se trataron con cada anticuerpo diluyendo 5 veces desde 400 nM.
Los anticuerpos unidos se unieron a anticuerpo anti-Fc humana conjugado
con HRP, y luego se realiz6 el desarrollo de color con disolucion de TMB para

medir el grado de union del anticuerpo.

Tal como se muestra en la figura 10a, se confirmoé que la afinidad de

unidbn a agregados de alfa-sinucleina era la misma en el anticuerpo
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monoespecifico y el anticuerpo biespecifico.

17-2: Afinidades de unidn de anticuerpo monoespecifico y anticuerpo

biespecifico a antigeno de IGF1R

Para comparar los grados de union del anticuerpo contra alfa-
sinucleina unico y el anticuerpo biespecifico al antigeno de IGF1R, se realiz6

el experimento de la misma manera que en el ejemplo 22.

Tal como se muestra en la figura 10b, se confirmd que el anticuerpo
biespecifico que tenia la forma de scFv de anticuerpo contra IGF1R se uni6
bien de manera dependiente de la concentracion, pero el anticuerpo

monoespecifico que no tenia region de anticuerpo contra IGF1R no se unié.

17-3: Analisis de la capacidad de unidon de un anticuerpo humanizado

contra alfa-sinucleina

Se analizé la diferencia en cuanto a afinidad de union entre el
anticuerpo quimeérico biespecifico y el anticuerpo humanizado biespecifico

realizando el experimento de la misma manera que en el ejemplo 17-1.

Tal como se muestra en la figura 10c, los anticuerpos humanizados
biespecificos tenian afinidades de unidn a agregados de alfa-sinucleina a un
nivel similar a los del anticuerpo quimérico biespecifico, y se confirmé que el
anticuerpo biespecifico monovalente con un scFv de IGF1R también mostro

afinidades de unién a un nivel similar a los anticuerpos quiméricos.

Como resultado de analizar las afinidades de union a IGF1R entre el
anticuerpo quimérico biespecifico y el anticuerpo humanizado biespecifico
realizando el experimento de la misma manera que en el ejemplo 17-2, todos

los anticuerpos biespecificos representaron la misma afinidad de unién, pero

106



el anticuerpo monoespecifico que no tenia scFv de IGF1R no se unio, tal

como se muestra en la figura 10d.

Estos resultados sugieren que tiene la misma actividad y no presenta
ningun cambio en cuanto a afinidad de union a agregados de alfa-sinucleina
e IGF1R, cuando se humaniza para reemplazar la region de anticuerpo de

ratdbn que actua como inmundgeno en el cuerpo humano.

17-4: Comparacion de fagocitosis del anticuerpo monoespecifico vy el

anticuerpo biespecifico

La fagocitosis se refiere a la accion de retirada de sustancias
extracelulares mediante la implicacion de diversos receptores de macrofagos.
Diversos agregados de proteina inducen una respuesta inmunitaria o una
reaccion inflamatoria, que afecta de manera adversa al cuerpo humano.
Particularmente, se sabe que se fomenta a través de la interaccion entre la
region Fc del anticuerpo y FcrR en la superficie celular, cuando se administra
el anticuerpo para retirar los agregados de alfa-sinucleina. Por este motivo,
se compar6é la actividad contra la fagocitosis de un anticuerpo

monoespecifico y un anticuerpo biespecifico unido con scFv de IGF1R.

Se usaron células de la microglia BV-2 derivadas de raton para
comparar la fagocitosis entre el anticuerpo monoespecifico y el anticuerpo
biespecifico. Se cultivaron células BV-2 en medio RPMI1640, preparadas a
una concentracion de 2 x 10° células/ml, y se dispensaron a 100 ul en placas
de 96 pocillos de fondo en forma de U. Se diluyeron 10 ug/ml de agregados
de alfa-sinucleina y 25 ug/ml de anticuerpos con medio RPMI1640, se
mezclaron y se dejaron a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se tratd
la mezcla de agregados de alfa-sinucleina y anticuerpos con células BV-2 y
se dejoé durante 15 minutos. Se retiraron los agregados de alfa-sinucleina en

el sobrenadante mediante centrifugacién a 1200 rpm y se lavaron tres veces
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con tampon PBS (pH 2,5) para retirar los agregados o anticuerpos unidos a la
superficie celular. Se fijaron las células con paraformaldehido al 4% y se
lavaron con tampon PBS. Para confirmar la fagocitosis de agregados y
anticuerpos en las células, se afiadié Triton X-100 al 0,5% para debilitar la
membrana celular, se lavdé con tampon PBS y se tratdé con pan-anticuerpo
contra alfa-sinucleina durante 1 hora. Se trat6é el pan-anticuerpo contra alfa-
sinucleina unido con un anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado con Alexa-
488 durante 1 hora, y luego el analisis de FACS confirmé que los agregados

entraron en la célula por macrofagia.

Tal como se muestra en la figura 10e, se confirmd que la IgG humana
normal no afectd a la macrofagia y que aumento la fagocitosis de agregados
de alfa-sinucleina, cuando se traté con el anticuerpo contra alfa-sinucleina.
Cuando se compararon el anticuerpo monoespecifico y el anticuerpo
biespecifico, se confirmd que se producia fagocitosis a un nivel similar, y que
la forma de scFv de anticuerpo contra IGF1R unida al extremo C-terminal de

IgG no afecto a la accion del anticuerpo contra alfa-sinucleina.

Ejemplo 18. Evaluacién de la eficacia de anticuerpo biespecifico

Segun el ejemplo 10, se prepard anticuerpo biespecifico bivalente
compuesto por anticuerpo quimeérico 11F11 y scFv del clon 1564, y se
sometieron a prueba el anticuerpo biespecifico y el anticuerpo contra alfa-
sinucleina unico para determinar la eficacia in vivo en un raton transgénico
(a-sinucleina humana mThy-1, UC San Diego) que sobreexpresa alfa-
sinucleina humana. Se administraron por via intraperitoneal 2,5 mg/kg del
anticuerpo monoespecifico o IgG humana, o los mismos moles de los
anticuerpos biespecificos bivalentes, semanalmente durante 3 meses. Se
usaron cinco ratones por grupo, y se usaron hermanos de camada no
transgénicos como control. Posteriormente, se realizd perfusion de la

siguiente manera.
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Después de completar la ultima administracion, se anestesiaron los
animales con hidrato de cloral segun las regulaciones humanitarias y luego
se perfundieron con solucion salina fisiolégica al 0,9% para el analisis de
patologia en el cerebro. Posteriormente, se almacend una mitad (seccion
sagital) de cerebro perfundido en paraformaldehido al 4% (pH 7,4, 4°C) en
tampon fosfato hasta el momento del analisis y se congel6é inmediatamente (-
70°C) la otra mitad.

El analisis patologico se llevo a cabo de la siguiente manera. Se corto
la mitad de cerebro fijada en paraformaldehido en secciones continuas con
un grosor de 40 ym mediante flotacion libre usando un vibrometro. Para
confirmar el nivel de expresion de alfa-sinucleina en el cerebro de cada grupo
de administracion, se incubaron las secciones que contenian corteza,
hipocampo y cuerpo estriado con anticuerpos contra alfa-sinucleina
(anticuerpo contra a-syn p129 de marcador de agregados, Abcam, ab59264,
o anticuerpos contra alfa-sinucleina completos) a 4°C durante la noche.
Alternativamente, con el fin de analizar el grado de actividad de astrocitos, se
analizaron las secciones para determinar GFAP (proteina acida fibrilar glial)
(AB5804, Millipore), o con el fin de analizar el grado de neuroinflamacion, se
incubaron las secciones con un anticuerpo contra IL-1B8 (ab9722, Abcam),
respectivamente. Alternativamente, se traté con un anticuerpo contra NeuN
(Chemicon, n.° MAB377) para analizar el grado de muerte de células
neuronales en el hipocampo. Después de la incubacién con el anticuerpo
primario, se traté con anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo unido a biotina
(1:100, Vector Laboratories) y avidina D-peroxidasa de rabano (1:200, ABC
Elite, Vector Laboratories) y se detectd con diaminobencidina (DAB). Se
observo cada seccion inmunotefida con un microscopio de campo claro para
medir la densidad 6ptica. Los resultados se dan a conocer en las figuras 11a

a 11e.
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18-1. Analisis de la capacidad de reduccion de alfa-sinucleina por un

anticuerpo quimérico y un anticuerpo biespecifico

La figura 11a muestra el resultado de tednir y medir la corteza y el
hipocampo entre el tejido cerebral de raton usando anticuerpo contra a-Syn
p-129 después de administrar los anticuerpos al raton para someter a prueba
si el anticuerpo quimérico 11F11 y el anticuerpo biespecifico bivalente
compuesto por el clon 1564 y el anticuerpo quimérico 11F11 pueden retirar
agregados de alfa-sinucleina en un modelo animal de raton (TG) que
sobreexpresa alfa-sinucleina humana. a-syn p-129 es una forma fosforilada
en el 129° residuo y un marcador de agregados, y se representa como

manchas o agregados de color marron oscuro en el tejido tefido.

Segun la figura 11a, el grupo tratado con IgG mostré un mayor grado
de tincién de a-syn p-129 que el grupo de control no tg (#: ANOVA unilateral,
p \u003c0,01). Por el contrario, en el grupo tratado con los anticuerpos
monoespecificos o los anticuerpos biespecificos, se redujo significativamente
el grado de tincion de a-syn p-129 o agregados. En particular, en el
hipocampo, el grado de reduccion en el grupo de tratamiento con anticuerpo
biespecifico fue mayor que el del anticuerpo quimérico 11F11 (*: ANOVA
unilateral, p \u003c0,05). La figura 11b muestra el resultado del experimento
de la misma manera que en la figura 11a, excepto por la tincion con un
anticuerpo contra alfa-sinucleina completo como marcador. La deteccion de
toda la alfa-sinucleina indica que el anticuerpo de la presente invencion tiene
la capacidad de eliminar la propia alfa-sinucleina e inhibir la transmision de
célula a célula. En otros aspectos, también puede interpretarse como que
inhibe la formacidon de agregados a partir de mondmeros o que retira todos
los mondémeros. El aumento de alfa-sinucleina humana en ratén TG se
reduce en comparacién con el grupo de administracion de IgG mediante la
administracion de los anticuerpos monoespecificos y los anticuerpos

biespecificos. En particular, en el hipocampo, los anticuerpos biespecificos
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fueron mas eficaces que los anticuerpos monoespecificos.

Los resultados indican que el anticuerpo quimérico 11F11 y el
anticuerpo biespecifico reducen eficazmente los niveles de alfa-sinucleina y
sus agregados en modelos animales de enfermedad de Parkinson incluso a
una baja dosis de 2,5 mg/kg. En particular, el anticuerpo biespecifico es
superior al anticuerpo monoespecifico, lo que sugiere que el anticuerpo
biespecifico puede llegar al cerebro mas que el anticuerpo monoespecifico y
tratar la enfermedad eficazmente basandose en la capacidad de penetracion

de la BHE mejorada.

18-2. Analisis de la capacidad de reduccion de la astrogliosis y del nivel

de citocinas inflamatorias del anticuerpo quimérico y el anticuerpo especifico

La gliosis es una reaccion inespecifica que se produce en las células
de la glia en respuesta al dafio al sistema nervioso central y se desencadena
por el dafio a la BHE, o las sustancias tales como TGF-beta e interleucina.
De manera representativa, incluye astrogliosis y se usa proteina GFAP como
marcador. Por tanto, se analizo el efecto de reduccién de la astrocitosis y
liberacion de citocinas inflamatorias que desencadenan la astrocitosis
mediante la administracion del anticuerpo quimérico 11F11 y el anticuerpo
biespecifico compuesto por el clon 1564 y el anticuerpo quimeérico. Los

resultados del analisis se dan a conocer en la figura 21c y la figura 21d.

La figura 11c muestra un resultado de teiir y medir el tejido cerebral de
raton usando GFAP (astrogliosis) como marcador, después de administrar los
anticuerpos, para someter a prueba si el anticuerpo quimérico 11F11 y el
anticuerpo biespecifico compuesto por el clon 1564 y el anticuerpo quimérico
preparados en un ejemplo de la presente invencion pueden reducir la
astrogliosis in vivo. El anticuerpo monoespecifico y el anticuerpo biespecifico

inhibieron la astrogliosis en comparacion con el grupo de control de IgG. En
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particular, se confirmé que la eficacia del anticuerpo biespecifico era superior

a la del anticuerpo monoespecifico en el cuerpo estriado.

La figura 11d muestra un resultado de tefir y medir el tejido cerebral de
ratobn usando anticuerpo contra IL-1 beta como marcador, después de
administrar los anticuerpos, para someter a prueba si el anticuerpo quimérico
11F11 y el anticuerpo biespecifico compuesto por el clon 1564 y el anticuerpo
quimérico preparados en un ejemplo de la presente invencion pueden reducir
las citocinas inflamatorias in vivo. IL-1 beta provoca una inflamacion, lo que
conduce a muerte y respuesta inflamatoria de diversas neuronas. En el
hipocampo de ratas a las que se administraron los anticuerpos segun la
presente invencion, IL-1 beta se redujo en los grupos a los que se
administraron anticuerpos monoespecificos y anticuerpos biespecificos en
comparacion con el grupo de control de IgG, y en particular, la capacidad de
reduccién del anticuerpo biespecifico fue significativamente superior a la del
anticuerpo monoespecifico (##: ANOVA unilateral, p \u003c0,005; *: ANOVA
unilateral, p \u003c0,05).

Tal como se muestra en las figuras, se ha mostrado que el anticuerpo
segun la presente invencion reduce la astrogliosis y disminuye la liberacion
de citocina inflamatoria de IL-1beta, que desencadena la astrogliosis, en

comparacion con el control.

18-3. Analisis de la capacidad de reduccion de la neurodegeneracion

del anticuerpo quimeérico y el anticuerpo biespecifico

En la bibliografia anterior se ha confirmado que la muerte de células
del cerebro se produce debido a la neurotoxicidad y a la respuesta
inflamatoria de alfa-sinucleina. Se analiz6 si los anticuerpos monoespecificos
y los anticuerpos biespecificos de la presente invencion pueden inhibir la

muerte de células del cerebro provocada por alfa-sinucleina in vivo.
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Como resultado de tefiir con NeuN, que era un marcador de neuronas
en la corteza y el hipocampo, se hallé que tanto el anticuerpo monoespecifico
como el anticuerpo biespecifico redujeron el grado de muerte de células del
cerebro en comparacion con el grupo de control de IgG. Particularmente, en
la corteza, se confirmo6 que el anticuerpo biespecifico tenia una capacidad de
inhibicion superior de la muerte de células del cerebro en comparacién con el

anticuerpo monoespecifico. Los resultados se muestran en la figura 11e.

Ejemplo 19. Aumento de la semivida mediante modificacion por
ingenieria de Fc y mejora de la capacidad de penetracion de la BHE

debido al aumento de la semivida

FcRn es un receptor importante en la membrana celular que aumenta
la semivida integrando y haciendo circular el anticuerpo en las células, para
inhibir la degradacion de anticuerpo cuando el anticuerpo circula en los vasos
sanguineos. La capacidad de penetracion de la BHE también es importante
para la actividad de transcitosis de anticuerpo, pero se sabe bien que la
actividad de transcitosis de anticuerpo es importante en la capacidad de
penetracion de la BHE, pero los anticuerpos pasan a través de BHE
dependiendo de la concentracion de anticuerpos en los vasos sanguineos.
Por este motivo, con el fin de aumentar la semivida del anticuerpo
biespecifico, se prepararon los anticuerpos biespecificos aumentando la
afinidad de union a FcRn cambiando metionina (Met) por leucina (Leu) en el
428° aminoacido en la region Fc. Como resultado de comparar la semivida
mediante la administracion de anticuerpo biespecifico WT y anticuerpo
biespecifico M428L a una concentracién de 10 mg/kg a un ratéon tg que
expresa FCRn humano, se confirmo6 que el efecto de aumento de semivida
era de aproximadamente el 50%, tal como se muestra en la figura 11. Para
volver a confirmar el aumento de semivida, se analizaron los perfiles PK
administrando anticuerpo biespecifico WT, anticuerpo biespecifico bivalente

M428L y anticuerpo biespecifico monovalente M428L a monos. En el caso
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del anticuerpo biespecifico WT, tal como se muestra en la figura 22a, la
concentracion en sangre disminuyo rapidamente después de 168 horas,
mientras que los anticuerpos biespecificos M428L con alta afinidad de union
a FcRn mantuvieron una concentracion en sangre mejorada en comparacion
con WT. Se confirmé que la semivida aumenté en aproximadamente 1,5 dias
en el anticuerpo biespecifico M428L en comparacion con el anticuerpo
biespecifico WT. En particular, en cuanto a eliminacion, el anticuerpo
biespecifico monovalente M428L tuvo la mejor eliminacién y el anticuerpo

biespecifico WT mostro la eliminacion mas rapida (figura 12b).

Para verificar la mejora en el paso a través de la BHE debido al efecto
de aumento de semivida, se extrajo LCR a las 24 horas después de la
administracion del anticuerpo y se analizé la cantidad de anticuerpo en el
LCR. Después de recubrir 100 ng/ml de IGF1R en un estado refrigerado
durante 18 horas, se anadié LCR para detectar el anticuerpo unido a IGF1R.
Tal como puede observarse en la figura 12c, se confirmé que la cantidad de
anticuerpo biespecifico M428L que pasa a través de la BHE, que tenia una
gran cantidad de anticuerpos en la sangre, era grande y que el anticuerpo
biespecifico monovalente M428L mostré una capacidad de penetracion de la
BHE mejorada con respecto al anticuerpo biespecifico bivalente M428L, asi

como una excelente capacidad de penetraciéon de la BHE.

Ejemplo 20. Evaluacién de la eficacia de anticuerpos biespecificos

basados en variante de afinidad desamidada

Se produjeron anticuerpos biespecificos monovalentes incluyendo
hu11F11(ver.2) (anticuerpo humanizado de 11F11) y scFv de F06 (variante
de afinidad de 1564), especialmente anticuerpos biespecificos que incluian
mutante que se habian modificado en algunos residuos de CDR para retirar
la desamidacion (incluyendo hu11F11(ver.2)-F06(de2)(StoP) monovalente),

segun el ejemplo 10. Se sometieron a prueba el anticuerpo biespecifico y el
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anticuerpo monoespecifico contra alfa-sinucleina preparados y se
compararon para determinar la eficacia in vivo en un raton transgénico que
sobreexpresa alfa-sinucleina humana (a-sinucleina humana mThy-1, UC San

Diego).

Especificamente, a un raton transgénico de 4 meses de edad, se le
administraron por via intraperitoneal 20 mg/kg de hu11F11 (ver.2) y 23,4
mg/kg de anticuerpo biespecifico equivalente al mismo numero de moles a
las 0, 72, 144 6 192 horas durante 8 dias. Veinticuatro horas después de la
ultima dosis, se anestesiaron los animales con hidrato de cloral y se les
realizd perfusion cardiaca con soluciéon salina al 0,9%. Se aislaron los
cerebros y se ultracongelaron a -70°C hasta el momento del analisis. Se
triturd el tejido cerebral y se centrifugd para retirar el residuo, y se obtuvo el
sobrenadante. Se analizé para determinar a-syn mediante analisis de ELISA
para medir cuantitativamente la cantidad de a-syn en el lisado cerebral

(Invitrogen n.° KHB0061). El resultado se muestra en la figura 13.

Tal como se muestra en la figura 13 , el anticuerpo humanizado
11F11(ver.2) y el anticuerpo biespecifico basado en la variante FO06
desamidada preparados en un ejemplo de la presente invencion
disminuyeron a-syn en el cerebro en comparacion con el control de IgG. En
particular, el anticuerpo biespecifico mostré una capacidad superior para
reducir a-syn en el cerebro en comparacién con el anticuerpo monoespecifico

de a-syn.

Ejemplo 21. Analisis de la afinidad de unién a antigeno especifica
de IGF1R (ELISA) para el anticuerpo biespecifico que incluye anticuerpo
anti-IGF1R desamidado (de2)(StoP)

Este ejemplo se realizO6 para someter a prueba si el anticuerpo

biespecifico que incluye el anticuerpo anti-IGF1R desamidado segun el
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ejemplo 8 tiene una afinidad de union a antigeno normal y analizar
simultaneamente la afinidad de unidon a antigeno del anticuerpo anti-IGF1R
desamidado en diversos anticuerpos anti-IGF1R y los formatos de anticuerpo
biespecifico de diferentes maneras. Para este fin, se produjeron el anticuerpo
biespecifico monovalente y el anticuerpo biespecifico bivalente, incluyendo
cada uno anticuerpos no desamidados (silvestres), anticuerpos desamidados
(de)(StoP) y anticuerpos desamidados (de2)(StoP), preparados basandose
en los clones F06, VH5 y VH16 anti-IGF1R. Se analizaron cuantitativamente
su afinidad de unidon y union dependiente de la concentracion a IGF1R
recombinante y se compararon a través de ELISA de tipo sandwich. Se uso el

clon hu11F11 (ver.2) como anticuerpo anti-a-syn.

Se adquirié IGF1R recombinante humano de un antigeno para la unién
de anticuerpo a partir de Sino Biological como dominio extracelular (ECD)
(10164-HO8H). En una placa de ELISA de 96 pocillos (Nunc-Immuno Plates,
NUNC, Rochester, NY), se diluyé IGF1R humano hasta 1 ug/ml en tampon
PBS y se colocé en 100 ul por pocillo, seguido de reaccion a 4°C durante
16 horas, y después del recubrimiento, se retird el sobrenadante. Se
anadieron 200 ul de tampdén PBS que contenia BSA (albumina sérica bovina)
al 1% por pocillo y se hicieron reaccionar a 37°C durante 2 horas para

bloquear la unién inespecifica.

Se diluyeron cinco veces los anticuerpos biespecificos preparados vy
cada anticuerpo de control (anticuerpo silvestre y desamidado (de)(StoP))
hasta una concentracion maxima de 400 nM para producir ocho (8) puntos.
Se afadieron las disoluciones diluidas a cada pocillo a 100 ul, y se hicieron
reaccionar a 37°C durante 2 horas para unir los anticuerpos al antigeno
recubierto. Después de completarse la reaccion, se realizo el lavado 4 veces
usando 300 ul de tampdén PBS que contenia Tween 20 al 0,05%, y se diluyd
1:2000 el anticuerpo anti-Fc humana conjugado con HRP que reconoce la Fc

humana presente en el anticuerpo biespecifico en tampdn de bloqueo en
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cada pocillo. Se hicieron reaccionar 100 ul de cada uno durante 1 hora a
37°C. Después de volver a lavar 4 veces usando 300 ul de PBS-T (Tween 20
al 0,05%), se us6 TMB (tetrametilbencidina, Sigma, T0440) para desarrollar
color. Se detuvo la reaccion enzimatica con acido sulfurico 0,5 mol/l, y se
registré y analizé la absorbancia a 450 nm usando un lector de microplacas
(Molecular Devices). Los resultados experimentales se muestran en las
figuras 14a a 14c y la tabla 25. La figura 14a es un resultado experimental
para el anticuerpo monovalente F06, anticuerpo monovalente FO6(Stop) y
anticuerpo F06(de2)(Stop), la figura 14b es un resultado experimental para el
anticuerpo VH5, anticuerpo VH5(de)(Stop) y anticuerpo VH5(de2)(Stop), y la
figura 14c es un resultado experimental para el anticuerpo VH16, anticuerpo
VH16(de)(Stop) y anticuerpo VH16(de2)(Stop).

Segun las figuras 14a, 14b y 14c, independientemente del tipo de clon
anti-IGF1R y del formato monovalente/bivalente, el anticuerpo desamidado
(de2)(StoP) mantuvo la capacidad de unién a antigeno al nivel del silvestre
no desamidado, y tuvo una excelente capacidad de union a antigeno en
comparacion con el anticuerpo desamidado (de)(StoP). La tabla 25 a
continuacion muestra los resultados experimentales del anticuerpo no
desamidado (silvestre), anticuerpo desamidado (de)(StoP) y anticuerpo
desamidado (de2)(StoP) basados en F06, VH5 y VH16.

Tabla 25
Clones (de)(StoP) (de2)(StoP)
CEso (nM) % WT CEso (nM) % WT
FO06 mono 4,24 2,64 0,0575 195,00
\VH5 bi 1,19 10,50 0,0561 222,81
\VH16 bi 1,25 11,44 0,122 117,21

La tabla 25 muestra la comparacion de los valores numéricos
obtenidos a partir de los resultados de ELISA de tipo sandwich de anticuerpo

desamidado (de)(StoP) y anticuerpo desamidado (de2)(StoP). Segun el
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resultado de la tabla 25, se confirmd que, independientemente del tipo de
clon anti-IGF1R y del formato monovalente/bivalente, el anticuerpo
desamidado (de2)(StoP) tuvo una excelente capacidad de unién a antigeno

en comparacién con el anticuerpo desamidado (de)(StoP).

Ejemplo 22. Andlisis de la afinidad de unién a antigeno especifica
de IGF1R en la superficie celular (FACS) para el anticuerpo biespecifico

que incluye anticuerpo anti-IGF1R desamidado (de2)(StoP)

Se realiz6 el analisis de la afinidad de union a antigeno especifica de
IGF1IR en la superficie celular mediante FACS usando anticuerpos
biespecificos desamidados (de2)(StoP) y sus anticuerpos silvestres y
anticuerpos biespecificos desamidados (de)(StoP) como controles usados en
el ejemplo 21. Se usaron células MCF-7 que sobreexpresan IGF1R en el

analisis.

Especificamente, se diluyé cada anticuerpo biespecifico hasta 10 ug/ml,
se le afadieron las lineas celulares MCF-7 a 0,5 x 108 células MCF-7 y se
hicieron reaccionar a 4°C durante 2 horas. Después de lavar dos veces
usando tampodn PBS, se diluyé 1:1000 el anticuerpo anti-FITC humano y se
tratd, y se hizo reaccionar a 4°C durante 1 hora. Después de volver a lavar
dos veces con tampon PBS, se midi6 el grado de unidn de AcB anti-IGF1R
usando un instrumento FACSCalibur. Como control, se usaron células MCF-7
tratadas uUnicamente con anticuerpo secundario, y los resultados

experimentales se muestran en las figuras 15a a 15c.

Como resultados experimentales, similares a los resultados
confirmados en el ejemplo 21, la afinidad de union a antigeno del anticuerpo
desamidado (de2) (StoP) fue equivalente a la del anticuerpo silvestre no
desamidado, y mostr6 una capacidad de union a antigeno superior en

comparacion con el anticuerpo desamidado (de)(StoP), independientemente

118



del tipo de clon anti-IGF1R y del formato monovalente/bivalente.

Ejemplo 23. Analisis de la capacidad de penetracion de la BHE in
vivo para el anticuerpo biespecifico basado en anticuerpo anti-IGF1R
desamidado (de2)(StoP)

Se confirmdé la capacidad de penetracion de la BHE in vivo del
anticuerpo biespecifico que incluia el anticuerpo anti-IGF1R desamidado
segun el ejemplo 8 en ratas SD (Sprague-Dawley). Los grupos

experimentales y las dosis se resumen en la tabla a continuacion.

Tabla 26
ID de clon Dosis
hu11F11(ver.2) 30 mg/kg
hu11F11(ver2)-1564 monovalente 35,46 mg/kg
hu11F11(ver2)-FO6 monovalente(de)(StoP) 35,46 mg/kg
hu11F11(ver2)-FO6 monovalente(de2)(StoP) 35,46 mg/kg

Tal como se describe en la tabla 26, se analizé la cantidad de
anticuerpos en suero y liquido cefalorraquideo (LCR) 24 horas después de
una unica administracion de anticuerpo monoespecifico contra a-syn o
anticuerpo biespecifico contra a-syn/IGF1R en la vena caudal de las ratas
mediante analisis de espectrometria de masas. Se realiz6 el método de
espectrometria de masas especifico sustancialmente de la misma manera

que en el ejemplo 15, y el resultado del analisis se muestra en la figura 16.

En la figura 16, la concentracibn en suero, que representa la
concentracion en sangre de anticuerpo 24 horas después de la
administracion, y se observé de manera similar en anticuerpo desamidado
(de)(StoP) y anticuerpo desamidado (de2)(StoP). Por otro lado, la
concentracion en liquido cefalorraquideo, que representa el suministro del

anticuerpo al cerebro, fue la mas alta en el anticuerpo desamidado
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(de2)(StoP). Esto muestra que el anticuerpo biespecifico de la presente
invencion muestra una excelente capacidad de penetracion de la BHE por el

anticuerpo anti-IGF1R desamidado.

Con el fin de observar la eficacia del anticuerpo biespecifico de la
presente invencion durante un periodo de tiempo mas largo, después de
administrar una vez el anticuerpo monoespecifico anti-alfa-sinucleina de
hu11F11 (ver.2) y hu11F11(ver2)-FO6 monovalente(de2)(StoP), que era
biespecifico desamidado (de2)(StoP,) en la vena caudal de las ratas, se
analizaron las cantidades de anticuerpos en suero, liquido cefalorraquideo y
cerebro hasta 168 horas después de la administracion mediante analisis de
espectrometria de masas. Se realizé el método de espectrometria de masas
especifico sustancialmente de la misma manera que en el ejemplo 15, y el

resultado del analisis se muestra en la figura 17.

Segun la figura 17, la concentracion en suero del anticuerpo se
observd de manera similar para el anticuerpo monoespecifico anti-alfa-
sinucleina y el anticuerpo biespecifico desamidado (de2)(StoP). Sin embargo,
en el caso de la concentracion en el liquido cefalorraquideo, que representa
el suministro del anticuerpo al cerebro, en comparacion con el anticuerpo
monoespecifico, el area bajo la curva (AUC) del anticuerpo biespecifico
desamidado (de2)(StoP) aumenté aproximadamente 5,8 veces y la
concentracion en el liquido cefalorraquideo a las 24 horas fue
aproximadamente 10 veces o0 mas en el anticuerpo biespecifico desamidado
(de2)(StoP). Ademas, la concentracion en cerebro también aumento
aproximadamente 7,9 veces en el area bajo la curva (AUC) en el anticuerpo
biespecifico desamidado (de2)(StoP), en comparacion con el anticuerpo
monoespecifico. A partir de este resultado, se confirmé que el anticuerpo
biespecifico de la presente invencion mostré una excelente capacidad de
penetracion de la BHE al incluir el anticuerpo contra IGR1R desamidado
(de2)(StoP).
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