ANTICUERPOS TREM2 Y USOS DE ESTOS

La presente invencibn pertenece al campo de la medicina. Mas
particularmente, la presente invencién se refiere a anticuerpos que se unen a TREM2,
composiciones que comprenden tales anticuerpos TREM2 y métodos para usar tales
anticuerpos TREM2 para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas tales
como la enfermedad de Alzheimer.

Los receptores desencadenantes expresados en células mieloides 2 (TREM2)
son una glicoproteina transmembranaria de la superficie celular que se expresa en
células mieloides, tales como células dendriticas, granulocitos y macrofagos
especificos de tejido, tales como osteoclastos, células de Kuppfer y macroéfagos
alveolares. La region transmembranaria de TREM2 se asocia con las proteinas
adaptadoras DAP12 y DAP10, y la sefializacion de TREM2 a través de las proteinas
adaptadoras da como resultado la activacion de dianas sucesivas tales como mTOR y
MAPK. Por lo tanto, la activacion de TREM2 da como resultado actividades tales como
un aumento de proliferacion, supervivencia, fagocitosis, estallido oxidativo fagocitica
con produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), asi como expresion de
citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias. Después de la activacion de las células
mieloides en determinadas circunstancias, las proteasas pueden escindir el TREM2
unido a la membrana, lo que da como resultado la liberacién de TREM2 soluble.

El TREM2 ha sido involucrado en enfermedades neurodegenerativas tales
como la enfermedad de Alzheimer. EI TREM2 se expresa por la microglia en el
cerebro, y se ha observado un aumento de expresion de TREM2 en pacientes con
enfermedad de Alzheimer y en modelos de raton con patologia tau. Ademas, las
mutaciones de TREM2 estan asociadas con enfermedades neurodegenerativas y se
ha mostrado que los ratones con genes inactivados para TREM2 estan protegidos
contra los cambios inflamatorios seniles, la acumulacién de lipidos oxidados y la
pérdida de estructuras neuronales (ver, por ejemplo, Gerlach, et al., TREM2 triggers
microglial density and age-related neuronal loss. Glia, 67(3):539-550 (2019)). La
deficiencia de TREM2 también puede ser neuroprotectora para reducir la pérdida de
volumen del hipocampo después de un traumatismo craneoencefalico (ver, Saber, et
al., Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 2 Deficiency Alters Acute
Macrophage Distribution and Improves Recovery after Traumatic Brain Injury, J.
Neurotrauma, 34:423-435 (2017)).



Los anticuerpos TREM2 son conocidos en la técnica. Por ejemplo, la
publicacion PCT numero WO 2016/023019 y la publicacion PCT numero WO
2019/028292 describen anticuerpos TREM2. Tales anticuerpos pueden agruparse y
activar TREM2 in vivo y/o unirse a TREM2 humano con afinidad nanomolar.

Por lo tanto, todavia existe una necesidad de anticuerpos TREM2 alternativos
que 1) se unan a TREM2 humano con una alta afinidad deseable y tasas de
asociacion y disociacion para una actividad o6ptima, 2) reduzcan el estado de
activacion de la microglia y/o promuevan la homeostasis de la microglia sin afectar los
nameros totales de microglia (por ejemplo, sin impacto en la supervivencia), 3) inhiban
la sefializacion de TREM2, 4) logren eficacia in vivo, 5) demuestren un bajo potencial
inmunogénico y/o 6) demuestren caracteristicas adecuadas de desarrollo tales como
estabilidad, solubilidad, baja autoasociacion y caracteristicas farmacocinéticas que son
aceptables para el desarrollo y/o uso en el tratamiento de trastornos
neurodegenerativos.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona nuevos anticuerpos
TREM2 que se unen a TREM2 humano con alta afinidad. Se considera que los
anticuerpos de la presente invencion proporcionan un medio para promover la
homeostasis de la microglia. Los anticuerpos de la presente invencién también tienen
al menos una de las siguientes propiedades de reducir el estado de activacion de la
microglia y/o restaurar la homeostasis de la microglia, sin afectar los numeros totales
de microglia (por ejemplo, sin afectar la supervivencia), lo que previene la fagocitosis
de macroéfagos, inhibe la sefalizacién de TREMZ2, logra eficacia in vivo, demuestra un
bajo potencial inmunogénico y/o demuestra caracteristicas de capacidad de desarrollo
adecuadas para el desarrollo clinico y/o uso en el tratamiento de trastornos
neurodegenerativos.

Tales anticuerpos pueden ser Utiles en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, y pueden tener eficacia
terapéutica en dosis mas bajas o con dosis menos frecuentes.

En una modalidad, la presente invencién proporciona un anticuerpo que se une
a TREM2, que comprende una region variable de cadena ligera (LCVR) y una region
variable de cadena pesada (HCVR), en donde la LCVR comprende regiones
determinantes de complementariedad (CDR) LCDR1, LCDR2 y LCDR3, y la HCVR
comprende CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, y en donde LCDR1 tiene una secuencia
de amino&cidos proporcionada por SEQ ID NO: 1, LCDR2 tiene una secuencia de
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aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 3, HCDR1 tiene una secuencia de
aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 4, HCDR2 tiene una secuencia de
aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 5 y HCDR3 tiene una secuencia de
aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 6. En una modalidad, la LCVR tiene una
secuencia de aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 7, y la HCVR tiene una
secuencia de aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 8. En una modalidad, el
anticuerpo comprende una cadena ligera (LC) y una cadena pesada (HC), en donde la
LC tiene una secuencia de aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 9, y la HC
tiene una secuencia de aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 10. En una
modalidad, el anticuerpo es un anticuerpo humano.

En una modalidad, la presente invencion proporciona una molécula de ADN
gue comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica una HC de anticuerpos,
en donde la HC comprende una secuencia de aminoacidos proporcionada por SEQ ID
NO: 10. En una modalidad, la presente invencion proporciona una molécula de ADN
gue comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica una LC de anticuerpos,
en donde la LC comprende una secuencia de aminoacidos proporcionada por SEQ ID
NO: 9. En una modalidad, la presente invencion proporciona una molécula de ADN
gue comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica una HC y una LC, en
donde la HC comprende una secuencia de aminoacidos proporcionada por SEQ ID
NO: 10, y la LC comprende una secuencia de aminodcidos proporcionada por SEQ ID
NO: 9. En una modalidad, la presente invencion proporciona una célula de mamifero
que comprende una molécula de ADN que comprende una secuencia de
polinucleétidos que codifica una HC de anticuerpos, en donde la HC comprende una
secuencia de aminoéacidos proporcionada por SEQ ID NO: 10, y una molécula de ADN
gue comprende una secuencia de polinucleétidos que codifica una LC de anticuerpos,
en donde la LC comprende una secuencia de aminodcidos proporcionada por SEQ ID
NO: 9. En una modalidad, la presente invencién proporciona una célula de mamifero
que comprende una molécula de ADN que comprende una secuencia de
polinucleétidos que codifica una HC y LC, en donde la HC comprende una secuencia
de aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 10, y la LC comprende una secuencia
de aminoécidos proporcionada por SEQ ID NO: 9.

En una modalidad, la presente invencidn también proporciona una composicion
farmacéutica que comprende un anticuerpo de la presente invencion, y uno o mas
portadores, diluyentes 0 excipientes farmacéuticamente aceptables. En una

modalidad, la presente invencidén proporciona la composicion farmacéutica para usar
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en el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa. En una modalidad, la
enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Alzheimer, paralisis cerebral
progresiva, esclerosis multiple, ALS o demencia frontotemporal. En una modalidad, la
presente invencién proporciona la composicion farmacéutica para usar en el
tratamiento de traumatismos craneoencefélicos.

En una modalidad, la presente invencién proporciona un método para tratar a
un paciente que tiene una enfermedad neurodegenerativa que comprende administrar
al paciente una cantidad eficaz de un anticuerpo de la presente invencién. En una
modalidad, la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Alzheimer, paralisis
cerebral progresiva, esclerosis mdultiple, ALS o demencia frontotemporal. En una
modalidad, la presente invencién proporciona un método para tratar a un paciente que
tiene un traumatismo craneoencefalico que comprende administrar al paciente una
cantidad eficaz de un anticuerpo de la presente invencion.

En una modalidad, la presente invencion también proporciona un anticuerpo de
la presente invencion para usar en un tratamiento. En una modalidad, la presente
invencién proporciona un anticuerpo de la presente invencion para usar en el
tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa. En una modalidad, la enfermedad
neurodegenerativa es enfermedad de Alzheimer, paralisis cerebral progresiva,
esclerosis multiple, ALS o demencia frontotemporal. En una modalidad, la presente
invencién proporciona un anticuerpo de la presente invencion para usar en el
tratamiento de un traumatismo craneoencefalico.

En una modalidad, la presente invencién proporciona el uso de un anticuerpo
de la presente invencion en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad neurodegenerativa. En una modalidad, la enfermedad
neurodegenerativa es enfermedad de Alzheimer, paralisis cerebral progresiva,
esclerosis multiple, ALS o demencia frontotemporal. En una modalidad, la presente
invencién proporciona el uso de un anticuerpo de la presente invencién en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de un traumatismo
craneoencefalico.

Un "anticuerpo TREM2" se refiere a un anticuerpo que se une a TREM2
(incluidas las variantes de TREM2, tal como la variante R47H) y, cuando se administra
in vitro o in vivo, da como resultado al menos una actividad deseada, tal como una
reduccion de la microglia activada.

El término "anticuerpo”, como se utiliza en la presente, con respecto a la

presente invencion, se refiere a un complejo polipeptidico genomanipulado, no natural,
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gue tiene dos HC y dos LC, de modo que las cadenas pesadas y las cadenas ligeras
estan interconectadas por puentes disulfuro, en donde el anticuerpo es un anticuerpo
de isotipo 1gG. Cada cadena pesada esta compuesta por una HCVR aminoterminal y
una regién constante de cadena pesada. Cada cadena ligera estd compuesta por una
LCVR aminoterminal y una region constante de cadena ligera. Cuando se expresan en
ciertos sistemas bioldgicos, los anticuerpos se glicosilan en la regiéon Fc. Tipicamente,
la glucosilacion se produce en la region Fc del anticuerpo en un sitio de N-
glucosilacion altamente conservado. Por lo general, los N-glicanos se fijan a
asparagina. Los anticuerpos también pueden estar glucosilados en otras posiciones.

La regién constante de las cadenas pesadas contiene dominios CH1, CH2 y
CH3. CH1 viene después de la HCVR; el CH1 y la HCVR forman la porcién de la
cadena pesada de un fragmento de unién al antigeno (Fab), que es la parte de un
anticuerpo que se une a los antigenos. CH2 viene después de la region bisagra y
antes de CH3. CHS3 viene después de CH2 y esta en el extremo carboxiterminal de la
cadena pesada. La regién constante de las cadenas ligeras contiene un dominio, CL.
CL viene después de la LCVR; la CL y la LCVR forman la porcién de cadena ligera de
un Fab.

Las regiones HCVR y LCVR del anticuerpo de la presente invencion también
pueden subdividirse en regiones de hipervariabilidad, llamadas regiones determinantes
de complementariedad (“CDR”), intercaladas con regiones mas conservadas, llamadas
regiones marco (“FR”). Cada HCVR y LCVR esta compuesta por tres CDR y cuatro
FR, dispuestas desde el extremo amino hasta el extremo carboxi en el siguiente orden:
FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. En la presente, las tres CDR de la cadena
pesada se denominan “HCDR1, HCDR2 y HCDR3”, y las tres CDR de la cadena ligera
se denominan “LCDR1, LCDR2 y LCDR3". Las CDR contienen la mayoria de los
residuos que forman interacciones especificas con el antigeno. La definicibn de CDR
de Kabat (Kabat, et al., Ann. NY Acad. Sci. 190:382-93 (1971); Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicién, Departamento de
Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos, publicacién del NIH nam. 91-3242
(1991)) se basa en la variabilidad de secuencias de anticuerpos. La definicion de CDR
de Chothia (Chothia, et al., “Canonical structures for the hypervariable regions of
immunoglobulins”, Journal of Molecular Biology, 196, 901-917 (1987); Al-Lazikani et
al., “Standard conformations for the canonical structures of immunoglobulins”, Journal
of Molecular Biology, 273, 927-948 (1997)) se basa en estructuras tridimensionales de

anticuerpos y topologias de los bucles de CDR. Las definiciones de CDR de Chothia
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son idénticas a las definiciones de CDR de Kabat con la excepcion de HCDR1 y
HCDR2. La definicién de CDR de North (North, et al., “A New Clustering of Antibody
CDR Loop Conformations”, Journal of Molecular Biology, 406, 228-256 (2011)) se basa
en el agrupamiento de propagacion por afinidad con un gran numero de estructuras
cristalinas. Para los fines de la presente invencion, la asignacién de aminoacidos a los
dominios de CDR dentro de las regiones LCVR y HCVR de los anticuerpos de la
presente invencion se basa en la conocida convencién de numeracion de Kabat.

Los anticuerpos de la presente invenciébn son anticuerpos humanizados o
humanos. Preferentemente, los anticuerpos son anticuerpos humanos. En el contexto
de anticuerpos monoclonales, los términos "humano" (o "completamente humano") y
"humanizado" son bien conocidos por los expertos en la técnica (Weiner, L.J., J.
Immunother. 2006; 29: 1-9; Mallbris L, et al., J. Clin. Aesthet. Dermatol. 2016; 9: 13-
15). Los anticuerpos de la presente invencion pueden ser anticuerpos IgG4PAA. Un
anticuerpo IgG4PAA es un anticuerpo IgG4 que tiene una sustitucion de serina por
prolina y dos sustituciones de leucina por alanina en las posiciones (segun la
numeracion de la UE) 228, 234, 235, respectivamente (es decir, S228P, F234A,
L235A).

Una molécula de ADN de la presente invencion es una molécula de ADN que
comprende una secuencia de polinucleétidos no natural que codifica un polipéptido
gue tiene la secuencia de aminoacidos de al menos uno de los polipéptidos en un
anticuerpo de la presente invencidon (por ejemplo, cadena pesada, cadena ligera,
cadena pesada variable o cadena ligera variable).

Un ADN aislado que codifica una regién HCVR se puede convertir en un gen
de la cadena pesada de longitud completa al ligar operativamente el ADN que codifica
HCVR a otra molécula de ADN que codifica regiones constantes de la cadena pesada.
Las secuencias de los genes de la regién constante de la cadena pesada humana, asi
como también de otros mamiferos, se conocen en la técnica. Los fragmentos de ADN
gue abarcan estas regiones pueden obtenerse, por ejemplo, mediante amplificacién
por PCR estandar.

Un ADN aislado que codifica una regién LCVR puede convertirse en un gen de
cadena ligera de longitud completa al ligar operativamente el ADN que codifica LCVR
a otra molécula de ADN que codifica una regién constante de cadena ligera. Las
secuencias de los genes de la region constante de cadena ligera humana, asi como de
otros mamiferos, se conocen en la técnica. Los fragmentos de ADN que comprenden

estas regiones se pueden obtener mediante amplificacion por PCR estandar. La region
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constante de cadena ligera puede ser una region constante kappa o lambda.
Preferentemente, para los anticuerpos de la presente invencion, la region constante de
cadena ligera es una regién constante kappa.

Los polinucle6tidos de la presente invencion pueden expresarse en una célula
hospedadora después de que las secuencias se hayan ligado operativamente a una
secuencia de control de la expresién. Por lo general, los vectores de expresion son
replicables en los organismos hospedadores ya sea como episomas 0 Como una parte
integral del ADN cromosémico hospedador. Comunmente, los vectores de expresion
contendran marcadores de seleccién, por ejemplo, tetraciclina, neomicina y
dihidrofolato reductasa, para permitir la deteccion de aquellas células transformadas
con las secuencias de ADN deseadas.

Los anticuerpos de la presente invencion pueden producirse facilmente en
células de mamiferos, cuyos ejemplos no limitativos incluyen células CHO, NSO,
HEK293 o COS. Las células hospedadoras se cultivan mediante técnicas conocidas
en la técnica.

Los vectores que contienen las secuencias de polinucleétidos de interés (por
ejemplo, los polinucleétidos que codifican los polipéptidos del anticuerpo y las
secuencias de control de la expresién) pueden transferirse a la célula hospedadora
mediante métodos conocidos, que varian segun el tipo de hospedador celular.

Se pueden emplear diversos métodos de purificacion de proteinas para
purificar proteinas, que incluyen, entre otros, anticuerpos, y tales métodos son
conocidos en la técnica.

Un anticuerpo de la presente invencién, o una composicién farmacéutica que lo
comprende, puede administrarse por vias parenterales, cuyos ejemplos no limitativos
son la administracién subcutanea y la administracién intravenosa. Un anticuerpo de la
presente invencién puede administrarse a un paciente con portadores, diluyentes o
excipientes farmacéuticamente aceptables en dosis Unicas o mdltiples. Las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden preparar mediante
métodos conocidos en la técnica (por ejemplo, Remington: The Science and Practice
of Pharmacy, 22% edicion (2012), A. Loyd, A., et al., Pharmaceutical Press) y
comprenden un anticuerpo, como se describe en la presente, y uno o mas portadores,
diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

La expresion "que trata" (o “"tratar" o "tratamiento") se refiere a ralentizar,
interrumpir, detener, aliviar, paralizar, reducir o revertir la progresion o la gravedad de

un sintoma, trastorno, afeccion o enfermedad existente.
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"Cantidad eficaz" se refiere a la cantidad de un anticuerpo TREM2 de la
presente invencién o composicion farmacéutica que comprende tal anticuerpo que
provocara la respuesta médica o biolégica de un tejido, sistema, animal, mamifero o
humano o el efecto terapéutico deseado sobre estos que busca el investigador,
médico u otro profesional de la salud. Una cantidad eficaz del anticuerpo puede variar
de acuerdo con factores tales como el cuadro clinico, la edad, el sexo y el peso del
individuo, y la capacidad del anticuerpo para provocar una respuesta deseada en el
individuo. Tal beneficio incluye, entre otros, la reduccién de la activacién de la
microglia y el potencial para retardar la atrofia cerebral o la pérdida cognitiva. Un
experto en la técnica puede determinar facilmente una cantidad eficaz mediante el uso
de técnicas conocidas y mediante la observacién de los resultados que se obtienen en
circunstancias analogas. Al determinar la cantidad eficaz para un paciente, el médico
gue diagnostica considera una serie de factores que incluyen, entre otros: el tamario,
la edad y la salud general del paciente, la enfermedad o trastorno especifico
involucrado, el grado o la participacion o la gravedad de la enfermedad o el trastorno,
la respuesta del paciente concreto, el compuesto particular que se administra, el modo
de administracion, las caracteristicas de biodisponibilidad de la preparacion que se
administra, la pauta de administracion seleccionada, el uso de medicacién

concomitante y otras circunstancias relevantes.

Genomanipulaciéon de anticuerpos

Para generar los anticuerpos de la presente invencion se llevé a cabo una
genomanipulacién significativa, que incluye la linea germinal de anticuerpos, la
maduracién de la afinidad, la desinmunizacion y la optimizacién de la farmacosimilitud.
Tales anticuerpos son anticuerpos humanos que tienen alta afinidad por TREM2
humano, inmunogenicidad reducida y desarrollabilidad aceptable u 6ptima para
estudios clinicos en humanos.

Por ejemplo, se llevé a cabo genomanipulacion en el motivo DSD de cadena
pesada (residuos D54, S55 y D56) para reducir la isomerizacién en D54 y/o D56. La
serina en la posicion 55 se mutd en glutamina (S55Q) o histidina (S55H). Ambas
mutaciones son neutrales en la afinidad de anticuerpos. Inesperadamente, la mutacion
de S55Q dio como resultado una reduccion significativa de la isomerizacién del 5,1 %
al 1 %, mientras que la mutaciéon de S55H aumenté la isomerizacion al 63 %. Por lo
tanto, la mutacion de la cadena pesada S55Q reduce la isomerizacidn mientras

mantiene la afinidad de union.



EJEMPLOS

Ejemplo: Expresion y purificacion de anticuerpos

Los anticuerpos TREM2 de la presente invenciéon pueden expresarse y
purificarse esencialmente como se explica a continuacion. Una célula hospedadora
adecuada, tal como HEK 293 o CHO, se puede transfectar de forma transitoria o
estable con un sistema de expresion para segregar anticuerpos mediante el uso de
una relacion de vector HC:LC predeterminada 6ptima (tal como 1:3 o0 1:2) o un sistema
de vector Unico que codifica tanto la HC como la LC. Los medios clarificados, en los
gue se ha secretado el anticuerpo, pueden purificarse con cualquiera de las varias
técnicas de uso comun. Por ejemplo, el medio se puede aplicar a una columna
MabSelect® (GE Healthcare) o una columna KappaSelect (GE Healthcare) para el
fragmento Fab, que se ha equilibrado con un amortiguador compatible, tal como una
solucion salina amortiguada con fosfato (pH 7,4). La columna se puede lavar para
eliminar los componentes de unidn no especificos.

El anticuerpo unido puede eluirse, por ejemplo, mediante un gradiente de pH
(tal como 20 mM de amortiguador Tris, pH 7,0, a 10 mM de amortiguador de citrato de
sodio, pH 3,0, o solucién salina amortiguada con fosfato, pH 7,4, a 100 mM de
amortiguador de glicina, pH 3,0). Se pueden detectar fracciones de anticuerpos, tales
como por SDS-PAGE, y luego se pueden agrupar. La purificacion adicional es
opcional, dependiendo del uso previsto. El anticuerpo puede concentrarse y/o
esterilizarse por filtracion mediante el uso de técnicas comunes. El agregado soluble y
los multimeros pueden eliminarse de forma eficaz mediante técnicas comunes, que
incluyen exclusion por tamafio, interaccion hidréfoba, intercambio iénico, multimodal, o
cromatografia con hidroxiapatita. La pureza del anticuerpo después de estas etapas de
cromatografia esta entre alrededor del 95 % y alrededor del 99 %.

El producto puede mantenerse refrigerado, congelarse inmediatamente a -
70 °C o puede liofilizarse. Las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO para los
anticuerpos humanos de ejemplo de la presente invencién se muestran a continuaciéon

enla Tabla 1.



Tabla 1. Secuencias de aminoacidos del Anticuerpo TREM2 1.

LCDR1 LCDR2 LCDR3 HCDR1 HCDR2 HCDR3
SEQ ID|SEQ ID|SEQ ID|SEQ ID|SEQ ID|[SEQ ID
NO: 1 NO: 2 NO: 3 NO: 4 NO: 5 NO: 6
LCVR HCVR LC HC
SEQIDNO:7 | SEQIDNO:8 | SEQIDNO:9 | SEQ ID NO:
10

Ejemplo: Cinética de union del Anticuerpo 1y afinidades por TREM2

La resonancia de plasmones superficiales (SPR) a 37 °C se utiliza para
determinar la cinética de union y afinidades de los anticuerpos TREM2 Anticuerpo 1,
Anticuerpo de referencia A o Anticuerpo de referencia B por el antigeno. El Anticuerpo
de referencia A comprende una HCVR proporcionada por SEQ ID NO: 11, 13, 15, 16,
132, 135, 126 y una LCVR proporcionada por SEQ ID NO: 20, 22, 23, 25, 144, 131y
129 en la publicacién PCT namero W02019/028292. El Anticuerpo de referencia B
comprende una HCVR y una LCVR como se proporciona en SEQ ID NO: 412 y 413,
respectivamente, en la publicacién PCT namero W02016/023019.

La cinética de unién y la afinidad de anticuerpos TREMZ2 por dominios
extracelulares (ECD) de TREM2 humanos (SEQ ID NO: 11), de raton (SEQ ID NO:
12), de rata (SEQ ID NO: 14), de conejo (SEQ ID NO: 13) o de mono cangrejero (SEQ
ID NO: 15) fusionados a un marcador His carboxiterminal se determinan mediante un
biosensor de resonancia de plasmones superficiales tal como BlAcore® T100,
BlAcore® T200 o BlAcore® 8K (GE Healthcare, Piscataway, N.J.).

Las muestras se disuelven en 1xHBS - EP+amortiguador de migracion
(Teknova), y se utiliza un chip sensor CM5 Serie S acoplado a proteina A (GE
Healthcare) para capturar el anticuerpo. La uniéon se evalla mediante el uso de
multiples ciclos analiticos. Cada ciclo se realiza a 37 °C a un caudal de 50 pl/min para
la captura de anticuerpos y 30 pl/min para la asociacion y disociaciéon de ligandos.
Cada ciclo consiste en lo siguiente: inyeccion de 7 pl de 1 pg/ml de anticuerpo con el
objetivo de capturar 150-250 unidades de respuesta, inyeccion de ECD de TREM2-His
humanos, de macaco cangrejero, de conejo, de rata o de ratén (a partir de 20 nM y
mediante el uso de diluciones en serie dobles para cada ciclo) seguido de 200
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segundos para la asociacion, seguida de una fase de disociacion de 800 segundos y
regeneracion mediante el uso de 10 mM de clorhidrato de glicina, pH 1,5, durante un
tiempo de contacto de 30 segundos. Las velocidades de asociacion (es decir, Kon) Y
disociacion (es decir, ko) para cada ciclo se evalian mediante doble referencia
estandar y se ajustan al modelo de "unién 1:1 (Langmuir)" en la evaluacién de Biacore
8K en modo por lotes de cinética paralela. La afinidad (Kp) se calculé a partir de la
cinética de unién de acuerdo con la relacion Kp= Ki/Kon. Debido a los datos de unién
bifasica para el Anticuerpo de referencia A, se utiliz6 un modelo de unién 2:1 de
ligando heterogéneo encontrado en la evaluacion de Biacore 8K para calcular la Kp. El
ligando heterogéneo 2:1 informa valores de 2 kon ¥ 2 Kot para calcular el valor de Kp.
N=3 para el Anticuerpo 1y el Anticuerpo de referencia A, y n=1 para el Anticuerpo de
referencia B.

En experimentos realizados esencialmente como se describe anteriormente, se
obtuvieron los siguientes datos:

Tabla 2. Cinética de union vy afinidad (media + desviacion estandar).

TREM2 humano Kon(Ms™) Kott(s™) Ko (nM)
Anticuerpo 1 3,4+0,1 x10° 58+0,1x10* 0,17 +0,01
Anticuerpo de 4,9+0,5 x10° 5,2+0,5x103 9,8+0,1
referencia B

Anticuerpo de 7,0 x 108 0,12 3,69
referencia A" 2,1x 103 5,9 x 10*

TREM2 de macaco | kon(M?'s™) Kott(s™) Kp (M)
cangrejero

Anticuerpo 1 5,0 x10° 3,7 x10* 0,075
Anticuerpo de No evaluado No evaluado No evaluado
referencia B

Anticuerpo de 1,1 x 107 0,078 1,2
referencia A" 3,1x10° 6,5x10™*

TREM2 de raton kon(M?*s™) Kott(s™) Kp (M)
Anticuerpo 1 2,5+0,1 x10’ 4,4+0,5 x1072 1,6+0,2
Anticuerpo de 1,3+0,1 x 108 2,940,1 x 103 2,1+0,1
referencia B
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Anticuerpo de ND* ND* ND*
referencia A

R47H de TREM2 Kon(M1sT) Kort(s ™) Ko (NM)
humano

Anticuerpo 1 5,0 x106 3,7 x10-4 0,075
TREM2 de rata Kon(Ms™) Kot(s™) Kp (M)
Anticuerpo 1 ND* ND* ND*
Anticuerpo de 2,8+0,2 x10° 2,1+0,1 x103 0,73+0,03
referencia B

Anticuerpo de ND* ND* ND*
referencia A

*La union es bifasica y los datos se ajustan al modelo de unién de ligando heterogéneo
que da como resultado dos velocidades de asociacion (kon) ¥ dos velocidades de
disociacién (Kof).

#No se detect6 unién por encima del fondo a 200 nM de TREM2

Estos datos demuestran que el Anticuerpo 1 se uni6 a TREM2 humano y
TREM2 de macaco cangrejero con alta afinidad (pM). El Anticuerpo 1 también se uni6
a TREMZ2 de raton con afinidad nM y no se unié a TREM2 de rata. El Anticuerpo 1 se
uni6 a TREM2 humano con mayor afinidad en comparacion con el Anticuerpo de
referencia A y el Anticuerpo de referencia B, y el Anticuerpo 1 también se unié a
TREM2 de macaco cangrejero con mayor afinidad en comparacion con el Anticuerpo
de referencia A. No se detectd unidbn con TREM2 de conejo para ninguno de los
anticuerpos evaluados.

Se realizaron experimentos similares a 25 °C y se obtuvieron los siguientes
datos. El Anticuerpo 1 se uni6é al TREM humano, de ratén y de mono cangrejero y al
mutante de TREM de R47H humano, con afinidades de uniéon de 150 pM, 3,9 nM,
43 pM y 290 pM, respectivamente. El mutante de R47H se ha asociado con la
aparicion de la enfermedad de Alzheimer. Estos datos demuestran que el Anticuerpo 1

es capaz de unirse a TREM de R47H.

Ejemplo: Union del Anticuerpo 1 a células que expresan TREM2
Para investigar si el Anticuerpo 1 se une a las células que expresan TREM2, se

realiza un experimento de union. La estirpe celular BW5147.G.1.4 se transduce para
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expresar TREM2 humano y su proteina adaptadora DNAZ adaptadora 12 (DAP12).
Para evaluar la union, se incuban 500 000 células en presencia del Anticuerpo 1 con
una titulacion triple de 12 puntos a partir de 30 pg/ml durante 30 minutos a 37 °C. La
union del anticuerpo se detecta mediante el uso de Alexa Fluor 647 caprina contra IgG
humanas (Jackson Labs). La intensidad de fluorescencia media (MFI) se mide
mediante el uso de un citémetro de flujo Accuri C6 Plus (BD Biosciences).

Al seguir esencialmente los procedimientos descritos anteriormente, el
Anticuerpo 1 se uni6 a células BW5147.G.1.4 que expresan TREM2 con una ECsy de
0,08 pug/ml. Estos datos demostraron que el Anticuerpo 1 se une a TREM2 unido a la

membrana celular.

Ejemplo: Inhibicién de la sefializacién de TREM2

Para investigar el impacto de la activaciéon de NFAT mediada por anticuerpos
TREM2 en presencia de ligando, se utiliza fosfatidilserina (PS, lipidos Avanti) como
ligando de TREM2. Una placa de 96 pocillos que contiene 1,5 mM de PS por pocillo se
seca a temperatura ambiente durante tres horas. Las células indicadoras
BW5147.G.14 de luciferasa de NFAT de TREM2 (400 000 células por pocillo) se
sembraron en placas recubiertas con PS en presencia de un anticuerpo de control de
isotipo o el Anticuerpo 1, con una titulacion de 8 puntos 5 veces a partir de 30 pg/ml.
Después de una incubacién de 18 horas a 37 °C, se detecta la luminiscencia mediante
el uso del kit de ensayo rapido de luciferasa Pierce Firefly (Thermo Fisher) y el lector
de placas Envision 2105 (Perkin Elmer).

En un experimento realizado esencialmente como se describe anteriormente, el
Anticuerpo 1 inhibié la activacibn de NFAT mediada por PS de una manera
dependiente de la concentracién con una ICso de 0,40 pug/ml. El anticuerpo de control
no inhibié la activacion de NFAT mediada por PS. Estos datos demuestran que el

Anticuerpo 1 puede inhibir la sefializacion de TREM2 desencadenada por ligando.

Ejemplo: Inhibicién de la activacion de TREM2 en macréfagos

Para investigar el impacto del Anticuerpo 1 en la activacion de TREM2 en
macrofagos,
los macréfagos se cultivan encima de corte histolégico cerebral PDAPP (que contiene
ligandos enddgenos fisiolégicos de TREM2) en presencia o ausencia del Anticuerpo 1

o del anticuerpo de control de isotipo.
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Los macréfagos derivados de la médula 6sea se generan mediante el cultivo
de células de la médula 6sea durante 5 dias en presencia de 50 ng/ml de CSF-1
(PEPROTECH). Para inducir la activacion de TREM2, se sembraron 400 000
macréfagos en corte histoldgico cerebral de ratones transgénicos precursores
amiloides PDAPP durante tres dias en presencia de 3 pg/ml o 12 pg/ml de anticuerpo
de control o Anticuerpo 1. Las concentraciones de osteopontina, un producto directo
de la activacién de TREM2, se miden en el sobrenadante mediante un kit ELISA (R&D
Systems).

Al seguir esencialmente los procedimientos descritos anteriormente, se
obtuvieron los siguientes datos.

Tabla 3. Concentraciones de osteopontina de macréfagos (pg/ml) en presencia o

ausencia del Anticuerpo 1.

Macréfago + | cerebro
Macréfago
cerebro PDAPP PDAPP
Sin
anticuerpos | 38652+2033 | 12747514863 7+3
(control)

Macrofago + cerebro PDAPP

3
pug/ml de

12

) ug/ml de anticuerpos
anticuerpos

Anticuerpo de
125141430602 109078+37666
control

Anticuerpo 1 57803+5706 38834+16348

Estos datos demuestran que 3 pg/ml y 12 pg/ml del Anticuerpo 1 inhibian la
produccion de osteopontina. Estos resultados indican que el Anticuerpo 1 inhibe la

activacion de TREM2 en respuesta a ligandos fisiolégicos.

Ejemplo: Impacto del Anticuerpo 1 en el estado de activacién de la microglia
durante la neurodegeneracién mediada por tau in vivo
Para evaluar el impacto del Anticuerpo 1 en el estado de activacion de la
microglia durante la neurodegeneracion in vivo mediada por tau, el Anticuerpo 1 se
14



administra a ratones transgénicos tau rTg4510 P301L hembra de siete meses de edad
los dias cero, con una titulacién de 6 puntos 3 veces a partir de 300 mg por gramo de
peso corporal. El dia siete, se sacrifican los ratones y se recoge tejido cerebral para
los analisis de ARN. Clec7a, un gen dependiente de TREM2, se mide en el hipocampo
mediante un ensayo de gPCR de TagqMan, y la expresion relativa se normaliza al gen
de mantenimiento Hprt.

Al seguir esencialmente los procedimientos descritos anteriormente, se
obtuvieron los siguientes datos.
Tabla 4. Expresion relativa de Clec7a después del tratamiento con el Anticuerpo 1 (+/-
SEM)
Anticuerpo 1
(mg/kg)
Expresion

300 100 30 10 3 1

9,9+ 13,4+ 13,8+ 19.+ 16+ 18+
1,0 4,0 1,0 2,0 2,0 1,0

relativa de
Clec7a

Estos datos demuestran una reduccion dependiente de la concentracién de
anticuerpos de la concentracion de Clec7a en el hipocampo después del tratamiento
con el Anticuerpo 1 e indican que el Anticuerpo 1 inhibe TREM2 in vivo. También se
determinaron las concentraciones de TREM2 soluble y se observé un aumento
dependiente de la dosis de TREMZ2 soluble en el CSF.

Ejemplo: Proted6mica peptidica asociada al complejo principal de
histocompatibilidad

Para investigar el potencial inmunogénico del Anticuerpo 1, se realiza un
ensayo de proteGmica peptidica asociada al complejo principal de histocompatibilidad
(MAPP). Se preparan células dendriticas humanas primarias de diez donantes
humanos normales a partir de capas leucoplaquetarias mediante el aislamiento de
células CD14 positivas con perlas anti-CD14 y un separador magnético. Las células
CD14 positivas se sembraron en una placa a 56 células por pocillo y se diferenciaron
en células dendriticas inmaduras mediante incubacién con 20 ng/ml de IL-4 y 40 ng/ml
de GM-CSF en medio RPMI completo que contenia suero bovino fetal al 10 % durante
3 dias a 37 °C y CO; al 5 %. Cuatro dias después (dia cuatro), se cambia el medio y
se afiade medio recién preparado que contiene 3 UM de anticuerpo a las células. El

dia cinco, se afiaden 5 pg/ml de LPS para transformar las células en células
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dendriticas maduras. El sexto dia, las células se lisan en 1 mL de amortiguador RIPA
con inhibidores de proteasa y el lisado se congela a -80 °C.

Las muestras se preparan para el aislamiento de MHC-II al descongelar el
lisado congelado y homogeneizarlo durante 5-10 segundos. Los lisados
homogeneizados se clarifican por centrifugacion. La inmunoprecipitaciéon de los
complejos MHC-II se realiza mediante el uso de anticuerpo anti-MHC-II biotinilado
acoplado a perlas de estreptavidina. EI complejo unido se eluye con acido acético al
5%, TFA al 0,1 %. Los péptidos MHC-Il se separan de las proteinas receptoras
coeluyentes al hacer pasar el eluato sobre un filtro MWCO 10k prelavado. Los
péptidos MHC-II aislados se analizan mediante nano LC/MS mediante el uso de un
espectrometro de masas Thermo QE-HFX. Las identificaciones de péptidos se
generan mediante una canalizacién prote6mica mediante el uso de algoritmos de
bdsqueda sin enzimas y una base de datos bovina/humana con secuencias de
anticuerpos de prueba adjuntas para determinar el porcentaje de donantes que
muestran péptidos MHC-II de las regiones determinantes de la complementariedad del
anticuerpo evaluado.

Al seqguir los procedimientos esencialmente como se describié anteriormente, el
Anticuerpo 1 demostré un bajo riesgo de inmunogenicidad, como lo mostré el 0 % de

donantes que mostraron grupos no germinales en la cadena pesada CDR3.

16



SECUENCIAS

LCDR1 del Anticuerpo 1 (SEQ ID NO: 1)
RASQAIRDDLG

LCDR2 del Anticuerpo 1 (SEQ ID NO: 2)
YAASSLQS

LCDR3 del Anticuerpo 1 (SEQ ID NO: 3)
LONYNYPHT

HCDR1 del Anticuerpo 1 (SEQ ID NO: 4)
GFSFNTYWIG

HCDR2 del Anticuerpo 1 (SEQ ID NO: 5)
IIlYPGDQDIRYSPSFQG

HCDR3 del Anticuerpo 1 (SEQ ID NO: 6)
ARYGRYIYGYGGYHGMDV

LCVR del Anticuerpo 1 (SEQ ID NO: 7)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQAIRDDLGWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGV
PSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCLQNYNYPHTFGQGTKLEIK

HCVR del Anticuerpo 1 (SEQ ID NO: 8)
EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGFSFNTYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDQ
DIRYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARYGRYIYGYGGYHGMD
VWGQGTTVTVSS

LC del Anticuerpo 1 (SEQ ID NO: 9)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQAIRDDLGWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGV
PSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCLQNYNYPHTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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HC del Anticuerpo 1 (SEQ ID NO: 10)
EVQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGFSFNTYWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPGDQ
DIRYSPSFQGQVTISADKSISTAYLQWSSLKASDTAMYYCARYGRYIYGYGGYHGMD
VWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKY
GPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

TREM2-His de ECD humano (SEQ ID NO: 11)
HNTTVFQGVAGQSLQVSCPYDSMKHWGRRKAWCRQLGEKGPCQRVVSTHNLWLL
SFLRRWNGSTAITDDTLGGTLTITLRNLQPHDAGLYQCQSLHGSEADTLRKVLVEVLA
DPLDHRDAGDLWFPGESESFEDAHVEHSISRSLLEGEIPFPPTSHHHHHH

TREM2-His de ECD de raton (SEQ ID NO: 12)
LNTTVLQGMAGQSLRVSCTYDALKHWGRRKAWCRQLGEEGPCQRVVSTHGVWLLA
FLKKRNGSTVIADDTLAGTVTITLKNLQAGDAGLYQCQSLRGREAEVLQKVLVEVLED
PLDDQDAGDLWVPEESSSFEGAQVEHSTSRNQETSFPPTSHHHHHH

TREM2-HIS de ECD de conejo (SEQ ID NO: 13)
NTTVFQGVAGQSLRVSCPYDSATHWGRRKAWCRQLGEEGPCERVVSTHSWWLLSF
LKRRNGSTAITDDALGGTLTVTLRDLQAQDAGVYQCQSLQGREASTLQKILVEVLTEP
LEHEHAGDFWVPEESGSFEDPPVERSSSRSPSEGEPSFPPASGGGGQHHHHHH

TREM2-His de ECD de rata (SEQ ID NO: 14)
NTTVLQGVAGQSLRVSCTYDALRHWGRRKAWCRQLAEEGPCQRVVSTHGVWLLAF
LRKQNGSTVITDDTLAGTVTITLRNLQAGDAGLYQCQSLRGREAEVLQKVVVEVLEDP
LDDQDAGDLWVPEESESFEGAQVEHSTSRSQSGGGGQHHHHHH

TREM2-His de ECD de macaco cangrejero (SEQ ID NO: 15)

HNTTVFQGVEGQSLQVSCPYDSMKHWGRRKAWCRQLGEKGPCQRVVSTHNLWLL
SFLRRRNGSTAITDDTLGGTLTITLRNLOQPHDAGFYQCQSLHGSEADTLRKVLVEVLA
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DPLDHRDAGDLWVPGESESFEDAHVEHSISRPSQGSHLPSCLSKEGGGGQHHHHH
H
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SE REIVINDICA LO SIGUIENTE:

1. Un anticuerpo que se une a TREM2, que comprende una region
variable de cadena ligera (LCVR) y una region variable de cadena
pesada (HCVR), en donde la LCVR comprende regiones determinantes
de complementariedad (CDR) LCDR1, LCDR2 y LCDR3, y la HCVR
comprende CDR HCDR1, HCDR2, y HCDR3, y en donde LCDR1 tiene
una secuencia de aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 1,
LCDR?2 tiene una secuencia de aminoacidos proporcionada por SEQ ID
NO: 2, LCDR3 tiene una secuencia de aminoacidos proporcionada por
SEQ ID NO: 3, HCDR1 tiene una secuencia de aminoacidos
proporcionada por SEQ ID NO: 4, HCDR2 tiene una secuencia de
aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 5 y HCDRS3 tiene una
secuencia de aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 6.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde la LCVR tiene una
secuencia de aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 7, y la HCVR
tiene una secuencia de aminodcidos proporcionada por SEQ ID NO: 8.

3. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde el
anticuerpo comprende una LC y una HC, y en donde la LC tiene una
secuencia de aminoacidos proporcionada por SEQ ID NO: 9, y la HC
tiene una secuencia de aminodacidos proporcionada por SEQ ID NO: 10.

4. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-3, y uno o mas portadores,
diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

5. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 4 para el uso en el
tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa.

6. La composicién farmacéutica para el uso de la reivindicacion 5, en
donde la enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Alzheimer,
pardlisis cerebral progresiva, esclerosis mdaltiple, ALS o demencia
frontotemporal.

7. La composicién farmacéutica para el uso de la reivindicacion 4 para el
uso en el tratamiento de un traumatismo craneoencefalico.

8. Un método para tratar a un paciente que tiene una enfermedad

neurodegenerativa o traumatismo craneoencefalico, que comprende
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

administrar al paciente una cantidad eficaz del anticuerpo de una
cualquiera de la reivindicaciones 1-3.

El método de la reivindicacibn 8, en donde el paciente tiene una
enfermedad neurodegenerativa.

El método de la reivindicacion 9, en donde la enfermedad
neurodegenerativa es enfermedad de Alzheimer, pardlisis cerebral
progresiva, esclerosis maltiple, ALS o demencia frontotemporal.

El método de la reivindicacion 8, en donde el paciente tiene un
traumatismo craneoencefalico.

El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para el uso
en un tratamiento.

El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para el uso
en el tratamiento de una enfermedad neurodegenerativa o traumatismo
craneoencefalico.

El anticuerpo para el uso de la reivindicacion 13 para el tratamiento de
una enfermedad neurodegenerativa.

El anticuerpo para el uso de la reivindicacion 14, en donde la
enfermedad neurodegenerativa es enfermedad de Alzheimer, paralisis
cerebral progresiva, esclerosis mdltiple, ALS o demencia
frontotemporal.

El anticuerpo para el uso de la reivindicacion 13 para el tratamiento de
un traumatismo craneoencefalico.

Uso del anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
neurodegenerativa o traumatismo craneoencefalico.

El uso de la reivindicacién 17 en la fabricacién de un medicamento para
el tratamiento de una enfermedad neurogenerativa.

El uso de la reivindicacion 18, en donde la enfermedad
neurodegenerativa es enfermedad de Alzheimer, pardlisis cerebral
progresiva, esclerosis mdltiple, ALS, traumatismo craneoencefalico o
demencia frontotemporal.

El uso de la reivindicacién 17 en la fabricacién de un medicamento para

el tratamiento de un traumatismo craneoencefalico.
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RESUMEN
La presente invencion se refiere a anticuerpos TREM2 y usos de estos para

tratar enfermedades tales como enfermedades neurodegenerativas.
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