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DESCRIPCION
Anticuerpos humanizados anti-MAG y sus usos para el tratamiento de apoplejia
Campo de la invencion

La presente invencion y divulgacion se refiere a anticuerpos alterados que se unen a la glucoproteina asociada a la
mielina (MAG) y que neutralizan la funcién de la misma, a los polinucleétidos que codifican tales anticuerpos, a las
formulaciones farmacéuticas que contienen los mencionados anticuerpos y al uso de tales anticuerpos en el
tratamiento y/o profilaxis de enfermedades neurolégicas. Otros aspectos, objetos y ventajas de la presente invencion
se haran aparentes a partir de la descripcion siguiente.

Antecedentes de la invencion

La apoplejia es la principal causa de muerte e incapacidad en el Mundo Occidental. No existe una terapia valida para
el tratamiento de la apoplejia distinta del t-PA que ha de administrarse en las 3 horas del comienzo tras un escéner
para evitar la hemorragia. Hasta la fecha la mayoria de los agentes terapéuticos relacionados con el tratamiento de
la apoplejia aguda (es decir, la neuroproteccién) estan enfocados predominantemente a los receptores de glutamato
y sus vias de sefalizacion inferiores son conocidas por estar implicadas en la muerte celular aguda. Sin embargo,
hasta la fecha estas estrategias se han probado sin éxito en los ensayos clinicos y estan asociadas frecuentemente
con efectos secundarios de limitacion de dosis (Hill & Hachinski, The Lancet, 352: (supl. Ill) 10 - 14 (1998)). Por lo
tanto existe una necesidad para nuevos enfoques dirigidos hacia la mejora en la muerte celular tras el cese del flujo
sanguineo.

Tras el umbral de la apoplejia, se observa en muchos pacientes algo de recuperacion funcional espontanea, lo que
sugiere que el cerebro tiene la capacidad (aunque limitada) de repararse y/o remodelarse tras el dafio. Por lo tanto
los agentes que presentan el potencial para mejorar esta recuperacion pueden permitir por lo tanto que esta se
extienda mucho mas (potencialmente dias) tras la aparicidon de la isquemia cerebral. Los agentes que son capaces
de ofrecer tanto la neuroproteccién aguda como al mejora de la recuperacioén funcional pueden proporcionar ventajas
significativas sobre las estrategias neuroprotectoras potenciales actuales.

Los mecanismos en los que se basa la recuperacion funcional son desconocidos en la actualidad. Los brotes de
axones dafados o no dafiados se han propuesto como un posible mecanismo. Sin embargo, aunque los estudios in
vivo han mostrado que el tratamiento del dafio o apoplejia en la médula espinal con factores neurotréficos da lugar a
una recuperacion funcional mejor y a un grado de brote axonico, esto no prueba una conexién directa entre el grado
de brote axonico y la extension de la recuperacion funcional (Jakeman y col. 1998, Exp. Neurol. 154: 170 — 184,
Kawamata y col. 1997, Proc Natl Acad. Sci. EE.UU., 94: 8179 - 8184, Ribotta y col. 2000, J Neurosci. 20: 5144 -
5152). Ademas, el brote axoénico requiere una neurona viable. En enfermedades tales como apoplejia que estan
asociadas con una muerte celular extensiva, la mejora en la recuperacion funcional ofrecida por un agente dado tras
la apoplejia puede, por tanto, tener lugar a través de mecanismos distintos al del brote axdnico, tales como la
diferenciacion de células madre endégenas, activacion de trayectorias redundantes, cambios en la distribucion del
receptor o excitabilidad de neuronas o neuroglia (Fawcett & Asher, 1999, Brain Res. Bulletin, 49: 377 - 391, Horner &
Gage, 2000, Nature 407 963 - 970).

Se cree que la capacidad limitada del sistema nervioso central (CNS) para repararse tras el dafio es debida, en
parte, a moléculas del entorno del CNS que presentan un efecto inhibitorio sobre el brote axénico (excrecencia de la
neurita). Se cree que la mielina del CNS contiene moléculas inhibitorias (Schwab ME y Caroni P (1988) J. Neurosci.
8, 2381-2193). Se han clonado e identificado dos proteinas de la mielina, la glucoproteina asociada a la mielina
(MAG) y la Nogo, como inhibidores putativos de la excrecencia de la neurita (Sato S. y col. (1989) Biochem. Biophys.
Res. Comm.163,1473 - 1480; McKerracher L y col. (1994) Neuron 13, 805 - 811; Mukhopadhyay G y col. (1994)
Neuron 13, 757 - 767; Torigoe K y Lundborg G (1997) Exp. Neurology 150, 254 - 262; Schafer y col. (1996) Neuron
16, 1107 - 1113; W09522344; WO9701352; Prinjha R y col. (2000) Nature 403, 383 - 384; Chen MS y col. (2000)
Nature 403, 434 - 439; GrandPre T y col. (2000) Nature 403, 439 - 444; documentos US005250414A;
WO200005364A1; WO0031235).

La glucoproteina asociada a la mielina es una molécula transmembrana de la superficie celular expresada sobre la
superficie de la mielina que consiste en cinco dominios inmunoglobulina extracelulares, un dominio transmembrana
Unico y un dominio intracelular. La expresion de la MAG se restringe a la neuroglia mielinante en el CNS y en el
sistema nervioso periférico (PNS). Se cree que la MAG interactia con el(los) receptor(es) neuronales que media(n)
en los efectos del citoesqueleto neuronal incluyendo la fosforilacion de los neurofilamentos y la inhibicién de la
excrecencia de la neurita in vitro. Aunque los antagonistas de la MAG se han postulado como dutiles para la
promociéon del brote axonico tras el dafio (documentos WO09522344, WO09701352 y WQO9707810), estas
reivindicaciones no estan soportadas mediante datos in vivo. Ademas, el papel de la MAG como un inhibidor del
brote axénico a partir de las neuronas del CNS in vivo no esta probado (Li CM y col. (1994) Nature 369, 747 - 750;
Montag, D y col. (1994) Neuron 13, 229 - 246; Lassmann H y col. (1997) GLIA 19, 104 - 110; Li C y col. (1998) J.
Neuro. Res. 51, 210 - 217; Yin X y col. (1998) J. Neurosci. 18, 1953 - 1962; Bartsch U y col. (1995) Neuron 15 1375 -
1381; Li My col. (1996) 46, 404 - 414).

Los anticuerpos comprenden tipicamente dos cadenas pesadas unidas conjuntamente mediante enlaces de disulfuro
y dos cadenas ligeras. Cada cadena ligera esta unida a una cadena pesada respectiva mediante enlaces de
disulfuro. Cada cadena pesada presenta en un extremo un dominio variable seguido de un ndmero de dominios
constantes. Cada cadena ligera presenta un dominio variable en un extremo y un dominio constante en su otro
extremo. El dominio variable de la cadena ligera se alinea con el dominio variable de la cadena pesada. El dominio
constante de la cadena ligera se alinea con el primer dominio constante de la cadena pesada. Los dominios
constantes en las cadenas ligera y pesada no estan involucrados directamente en la unién del anticuerpo al
antigeno.
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Los dominios variables de cada par de cadenas ligera y pesada forman el lugar de unién del antigeno. Los dominios
variables en las cadenas ligera y pesada tienen la misma estructura general y cada dominio comprende una
estructura de cuatro regiones, cuyas secuencias se conservan relativamente, conectadas por tres regiones de
determinaciéon complementarias (CDR) referidas frecuentemente como regiones hipervariables. Las cuatro regiones
estructurales adoptan en gran medida una conformacion en lamina beta y las CDR forman lazos que conectan y en
algunos casos forman parte de, la estructura en lamina beta. Las CDR estan alojadas muy proximamente a las
regiones estructurales y con las CDR del otro dominio, contribuyen a la formacién del lugar de unién del antigeno.
Las CDR vy las regiones estructurales de los anticuerpos se pueden determinar como describe Kabat y col.
("Sequences of proteins of immunological interest" US Dept. of Health and Human Services, US Government Printing
Office, 1987).

Se ha encontrado ahora que un anticuerpo monoclonal anti-MAG, descrito (Poltorak y col. (1987) Journal of Cell
Biology 105, 1893 - 1899, DeBellard y col. (1996) Mol. Cell. Neurosci. 7, 89 - 101; Tang y col. (1997) Mol. Cell.
Neurosci. 9, 333 - 346; Torigoe K y Lundborg G (1997) Exp. Neurology 150, 254 - 262) y comercialmente disponible
(MAB1567 (Chemicon)) cuando se administra directamente al cerebro o de forma intravenosa tras la isquemia
cerebral focal en ratas (un modelo de apoplejia), proporciona reuroproteccion y mejora la recuperacién funcional. Por
lo tanto los anticuerpos anti-MAG proporcionan agentes terapéuticos potenciales para la neuroprotecciéon aguda asi
como también para la promocién de la recuperacion funcional tras la apoplejia. Este anticuerpo es un anticuerpo
murino. Aunque los anticuerpos murinos se emplean frecuentemente como agentes de diagnéstico su utilidad como
un agente terapéutico se ha probado en solo unos pocos casos. Su aplicaciéon limitada se debe en parte a la
administracion repetida de monoclonales murinos a humanos que normalmente causan respuestas inmunes en
seres humanos frente a estas moléculas. Para superar estas propiedades no deseadas intrinsecas de los
monoclonales murinos se han desarrollado anticuerpos “alterados” disefiados para incorporar regiones de
anticuerpos humanos y se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, un anticuerpo humanizado contiene regiones de
determinaciéon complementarias (“CDR”) de origen no humano y la mayor parte del resto de la estructura se deriva
de un anticuerpo humano.

El proceso de neurodegeneracidon subyace en muchas enfermedades / trastornos neuroldgicos incluyendo
enfermedades agudas tales como apoplejia, dafio cerebral traumatico y dafio en la médula espinal asi como también
en enfermedades croénicas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer, demencias frontotemporales (tauopatias),
neuropatia periférica, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington y esclerosis multiple. Los anticuerpos
monoclonales (mabs) anti-MAG puede ser Utiles, por lo tanto, en el tratamiento de estas enfermedades / trastornos,
tanto aminorando la muerte celular asociada con estas enfermedades / trastornos como promocionando la
recuperacion funcional.

Breve sumario de la invencion

La invencion proporciona, en un primer aspecto, un anticuerpo anti-MAG alterado que se une a y neutraliza la MAG y
comprende un dominio variable de cadena pesada seleccionado del grupo que consiste en: SEC ID N.°: 13, SEC ID
N.°: 14 y SEC ID N.°: 15 y un dominio variable de cadena ligera seleccionado del grupo que consiste en: SEC ID N.°:
16, SEC ID N.°: 17, SEC ID N.°: 18 y SEC ID N.°: 19.

Un aspecto mas de la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-MAG
humanizado de la presente invencién de la misma junto con un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de un anticuerpo anti-MAG humanizado de la
invencion para el tratamiento o profilaxis de apoplejia. En otra realizacién, el anticuerpo humanizado de la invencion
puede administrarse intravenosamente.

Descripcion de las figuras

Figura 1: secuencia de una cadena pesada de anticuerpo anti-MAG quimérica de ratén / humano (SEC ID N.°: 27).
Figura 2: secuencia de una cadena ligera de anticuerpo anti-MAG quimérica de ratén / humano (SEC ID N.°: 28).
Figura 3: secuencia de una cadena pesada de anticuerpo anti-MAG quimérica de ratéon / humano SEC ID N.°: 29).
Figura 4: anticuerpo anti-MAG quimérico que se une a la MAG de rata.

Figura 5: secuencias de anticuerpo anti-MAG humanizadas.

Figura 6: anticuerpos anti-MAG humanizados que se unen a la MAG de rata.

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

Figura 8: anticuerpos anti-MAG humanizados que se unen a la MAG humana.

Figura 9: ELISA de competicién por MAG con anticuerpos anti-MAG de ratén y humanizados.

Descripcion detallada de la invencién

Anticuerpo anti-MAG

El anticuerpo alterado de la divulgacion es preferiblemente un anticuerpo monoclonal (mAb) y es preferiblemente
quimérico, humanizado o conformado, de estos se prefiere particularmente el humanizado.

El anticuerpo alterado de la divulgacion y/o invencion tiene preferiblemente la estructura de un anticuerpo natural o
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un fragmento del mismo. El anticuerpo puede comprender por tanto un anticuerpo completo, un fragmento (Fab1)2,
un fragmento Fab, un dimero de cadena ligera o un dimero de cadena pesada. El anticuerpo puede ser un IgG1,
1gG2, IgG3, 0 1gG4; o un IgM; IgA, IgE o un IgD o una variante modificada de los mismos. El dominio constante de la
cadena pesada del anticuerpo se puede seleccionar de acuerdo con lo anterior. EI dominio constante de la cadena
ligera puede ser un dominio constante kappa o lambda. Ademas el anticuerpo puede comprender modificaciones de
todas las clases, por ejemplo dimeros IgG, mutantes Fc que ya no se unen a receptores Fc o uniones Clqg mediadas
(anticuerpos de bloqueo). El anticuerpo puede también ser un anticuerpo quimérico del tipo descrito en el documento
WO86/01533 que comprende una region de union al antigeno y una region no inmunoglobulinica. La regién de union
al antigeno es un dominio variable de la cadena ligera o un dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo. De
forma tipica la region de unién al antigeno comprende tanto dominios variables de la cadena ligera como de la
pesada. La region no inmunoglobulinica se fusiona en su extremo C terminal con la region de unién del antigeno. La
region no inmunoglobulinica es de forma tipica una proteina no inmunoglobulina y puede ser una enzima, una toxina
0 una proteina que tiene especificidad de unién conocida. Las dos regiones de este tipo de anticuerpo quimérico
pueden estar conectadas mediante una secuencia de union escindible. Las inmunoadhesinas que tienen las CDR,
tal como se describieron anteriormente, se contemplan también.

La region constante se selecciona de acuerdo con la funcionalidad requerida. Normalmente una IgG1 mostrara
capacidad litica mediante la uniéon para complementar y/o mediar la ADCC (citotoxicidad celular dependiente del
anticuerpo). Se preferirda una IgG4 si se requiere un anticuerpo de bloqueo no citotoxico. Sin embargo los
anticuerpos IgG4 pueden mostrar inestabilidad en la producciéon y por lo tanto puede ser mas preferible el modificar
el generalmente mas estable IgG1. Las modificaciones sugeridas se describen en el documento EPO307434, las
modificaciones preferidas se encuentran en las posiciones 235 y 237. La invencion proporciona por tanto una forma
litica o no litica de un anticuerpo de acuerdo con la invencion.

En un aspecto preferido el anticuerpo alterado es de la clase IgG, mas preferiblemente IgG1.

Por tanto en las formas preferidas el anticuerpo de la invencion es un anticuerpo 1IgG1 no litico de longitud completa
que tiene las CDR descritas en el presente documento. En las formas mas preferidas se proporciona un anticuerpo
IgG1 no litico de longitud completa que presenta las CDR de SEC.I.D.N.®:13 y 16 y el anticuerpo 1gG1 no litico de
longitud completa que presenta las CDR de SEC.I.D.N.°: 15y 18.

En un aspecto mas, la invencion proporciona polinucleétidos que codifican para CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRLA1,
CDRL2 y CDRL3. Las secuencias de polinucleétidos preferidas son

CDR de la cadena ligera

CDR

L1 AAGAGCAGCCACAGCGTGCTGTACAGCAGCAACCAGAAGAACTACCTGGCC
(SECUENCIAID N.°: 7)

L2 TGGGCCAGCACCCGCGAGAGC (SECUENCIA IDS N.°: 8)

L3 CACCAGTACCTGAGCAGCCTGACC (SECUENCIA ID N.°: 9)

CDR de la cadena pesada

CDR

H1 AACTACGGCATGAAC (SECUENCIAID N.°: 10)

H2 TGGATCAACACCTACACCGGCGAGCCCACCTACGCCGACGACTTCACCGGC

(SECUENCIA ID N.°: 11)

H3 AACCCCATCAACTACTACGGCATCAACTACGAGGGCTACGTGATGGACTAC (SECUENCIA ID N.°
12)

En un aspecto mas, se proporciona un polinucleétido que codifica para una region variable de la cadena ligera de un
anticuerpo anti-MAG alterado que incluye al menos una CDR seleccionada entre CDRL1, CDRL2 y CDRL3, mas
preferiblemente que incluya las 3 CDR en la secuencia.

En un aspecto mas, se proporciona un polinucleétido que codifica para una region variable de la cadena pesada de
un anticuerpo anti-MAG alterado que incluye al menos una CDR seleccionada entre CDRH1, CDRH2 y CDRH3, mas
preferiblemente que incluya las 3 CDR en la secuencia.

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

Se proporciona ademas un anticuerpo humanizado que se une a y neutraliza la MAG, que comprende una regiéon
variable de la cadena pesada que comprende una de las siguientes secuencias de aminoacidos:

QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADDFTGRFVFSLDTS
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VSTAYLQISSLKAEDTAVYYCARNPINYYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSS (SEC ID N.°: 13).

QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADDFTGRFVFSLDTS
VSTAYLQISSLKAEDTAVYYCARNPINYYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSS (Secuencia ID N.°: 14)

QVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYTGEPTYADDFTGRFVFSLDTS
VSTAYLQISSLKAEDTATYFCARNPINYYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSS (Secuencia ID N.°: 15)

En un aspecto de la invencion se proporciona un anticuerpo humanizado que se une a la MAG que comprende la
region variable de la cadena pesada de Secuencia ID N.°: 13, 14 o 15 junto con una regidén variable de la cadena
ligera que comprende secuencias de aminoacidos, Secuencias ID N.°%: 16, 17, 18, 0 19:

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTD
FTLTISSLQAEDVAVYYCHQYLSSLTFGQGTKLEIKRTV (SEC ID N.°: 16)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTD
FTLTIINLQAEDVAVYYCHQYLSSLTFGQGTKLEIKRTV (SEC ID N.°: 17)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTD
FTLTISSLHTEDVAVYYCHQYLSSLTFGQGTKLEIKRTV (SEC ID N.°: 18)

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTD
FTLTIINLHTEDVAVYYCHQYLSSLTFGQGTKLEIKRTV (SEC ID N.°: 19)

En un aspecto mas de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo humanizado que comprende:

un fragmento variable de la cadena pesada que consiste en la SEC ID N.°: 13, 14 o 15 y una parte constante o
fragmento de la misma de una cadena pesada humana y

un fragmento variable de la cadena ligera que comprende la SEC ID N.°: 16, 17, 18 o 19 y una parte constante o
fragmento de la misma de una cadena ligera humana.

En un aspecto preferido el anticuerpo humanizado es de la clase 1gG mas preferiblemente 1gG1.
Los anticuerpos preferidos de la invencién comprenden:

Regién variable de la cadena pesada Sec ID No 13 y region variable de la cadena ligera que comprende la SEC ID
N.°: 16;

Regién variable de la cadena pesada SEC ID N.°: 13 y region variable de la cadena ligera que comprende la SEC ID
N.°: 17;

Regién variable de la cadena pesada SEC ID N.°: 13 y region variable de la cadena ligera que comprende la SEC ID
N.%: 18;
Regioén variable de la cadena pesada SEC ID N.°: 13 y region variable de la cadena ligera que comprende la SEC ID
N.°: 19;

Regién variable de la cadena pesada SEC ID N.°: 14 y region variable de la cadena ligera que comprende la SEC ID
N.°: 16;

Regién variable de la cadena pesada SEC ID N.°: 14 y region variable de la cadena ligera que comprende la SEC ID
N.°: 17;

Regién variable de la cadena pesada SEC ID N.°: 14 y region variable de la cadena ligera que comprende la SEC ID
N.°: 18;
Regién variable de la cadena pesada SEC ID N.°: 14 y region variable de la cadena ligera que comprende la SEC ID
N.°: 19.

Regién variable de la cadena pesada Sec ID No 15 y region variable de la cadena ligera que comprende la SEC ID
N.°: 16;

Regién variable de la cadena pesada SEC ID N.°: 15 y region variable de la cadena ligera que comprende la SEC ID
N.%: 17;

Regién variable de la cadena pesada SEC ID N.°: 15 y region variable de la cadena ligera que comprende la SEC ID
N.°: 18;

Regién variable de la cadena pesada SEC ID N.°: 15 y regidn variable de la cadena ligera que comprende la SEC ID
N.°: 19

En un aspecto mas, la invencion proporciona polinucleétidos que codifican para la region variable de la cadena
pesada que comprende las Secuencias ID N.°: 13, 14 y 15 y las regiones variables de la cadena ligera que
comprenden las Secuencias ID N.°°: 16, 17, 18 y 19.

La secuencia de polinucleétidos preferida que codifica la secuencia de aminoacidos SEC ID N.%: 13 es
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CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTTTCCTGCAAGGCTT

CTGGATACACCTTCACTAACTACGGCATGAACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGG
ATGGATCAACACCTACACCGGCGAGCCCACCTACGCCGACGACTTCACCGGCCGGTTTGTCTTCTCCTTGGAC
ACCTCTGTCAGCACGGCATATCTGCAGATCAGCAGCCTAAAGGCTGAGGACACTGCCGTGTATTACTGTGCGAG
AAACCCCATCAACTACTACGGCATCAACTACGAGGGCTACGTGATGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTAGTCA
CAGTCTCCTCA (SEC ID N.°: 20)

La secuencia de polinucleétido preferida que codifica para la secuencia de aminoacidos SEC ID N.°: 14 es:

CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTTTCCTGCAAGGCTT

CTGGATACACCTTCACTAACTACGGCATGAACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGG
ATGGATCAACACCTACACCGGCGAGCCCACCTACGCCGACGACTTCACCGGCCGGTTTGTCTTCTCCTTGGAC
ACCTCTGTCAGCACGGCATATCTGCAGATCAGCAGCCTAAAGGCTGAGGACACTGCCGTGTATTTCTGTGCGAG
AAACCCCATCAACTACTACGGCATCAACTACGAGGGCTACGTGATGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTAGT

CACAGTCTCCTCA (SEC ID N.°: 21)

La secuencia de polinucleétido preferida que codifica para la secuencia de aminoacido SEC ID N.°: 15 es:

CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGTTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTTTCCTGCAAGGCTT

CTGGATACACCTTCACTAACTACGGCATGAACTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGG
ATGGATCAACACCTACACCGGCGAGCCCACCTACGCCGACGACTTCACCGGCCGGTTTGTCTTCTCCTTGGAC
ACCTCTGTCAGCACGGCATATCTGCAGATCAGCAGCCTAAAGGCTGAGGACACTGCCACCTATTTCTGTGCGAG
AAACCCCATCAACTACTACGGCATCAACTACGAGGGCTACGTGATGGACTACTGGGGCCAGGGCACACTAGT

CACAGTCTCCTCA (SEC ID N.°: 22)

La secuencia de polinucleétido preferida que codifica la secuencia de aminoacido SEC ID N.°: 16 es:

GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGA
GCAGCCACAGCGTGCTGTACAGCAGCAACCAGAAGAACTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGC
CTCCTAAGCTGCTCATTTACTGGGCATCTACCCGGGAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTC
TGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTCACCAGTACC
TGAGCAGCCTGACCTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGGTG (SEC ID N.°: 23)

La secuencia de polinucleétido preferida que codifica para la SEC ID N.°: 17 es:

GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGA
GCAGCCACAGCGTGCTGTACAGCAGCAACCAGAAGAACTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGC
CTCCTAAGCTGCTCATTTACTGGGCATCTACCCGGGAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTC
TGGGACAGATTTCACTCTCACCATCATCAACCTGCAGGCTGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTCACCAGTACCT
GAGCAGCCTGACCTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGGTG (SEC ID N.°: 24)

El polinucleétido preferido que codifica para la SEC ID N.°: 18 es:

GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGA
GCAGCCACAGCGTGCTGTACAGCAGCAACCAGAAGAACTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGC
CTCCTAAGCTGCTCATTTACTGGGCATCTACCCGGGAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTC
TGGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCACACCGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTCACCAGTACC
TGAGCAGCCTGACCTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGGTG (SEC ID N.°: 25)

El polinucleétido preferido que codifica para la SEC ID N.°: 19 es:

GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGA
GCAGCCACAGCGTGCTGTACAGCAGCAACCAGAAGAACTACCTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGC
CTCCTAAGCTGCTCATTTACTGGGCATCTACCCGGGAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTC
TGGGACAGATTTCACTCTCACCATCATCAACCTGCACACCGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTCACCAGTACC
TGAGCAGCCTGACCTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTACGGTG (SEC ID N.°: 26)

“Neutralizacion” se refiere a la inhibicion, bien total o bien parcial, de la funcién de la MAG incluyendo su unién a
neuronas y la inhibicion de la excrecencia de la neurita.

“Anticuerpo alterado” se refiere a una proteina codificada por una region que codifica para la inmunoglobulina
alterada, que se puede obtener mediante la expresion en una célula huésped seleccionada. Tales anticuerpos
alterados incluyen anticuerpos manipulados (por ejemplo, anticuerpos quimeéricos, conformados, humanizados o
vectorizados) o fragmentos de anticuerpos a los que les falta toda o parte de una regidon constante de
inmunoglobulina, por ejemplo, la Fv, Fab, o F(ab)s y similares.

“Region que codifica para la inmunoglobulina alterada” se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica
anticuerpo alterado. Cuando el anticuerpo alterado es un anticuerpo injertado con CDR o humanizado, las
secuencias que codifican para las regiones determinantes complementarias (CDR) de una inmunoglobulina no
humana se insertan en una primera secuencia compafiera de la inmunoglobulina que comprende las secuencias
estructurales variables humanas. De forma opcional, la primera secuencia compafiera de inmunoglobulina esta unida
de forma operativa a una segunda secuencia compafera de inmunoglobulina.

“Primera secuencia compafiera de inmunoglobulina” se refiere a una secuencia de acido nucleico que codifica una
region estructural humana o una regién variable de inmunoglobulina humana en la que las regiones que codifican
para la CDR nativa (o de origen natural) se encuentran reemplazadas por las regiones que codifican para las CDR
de un anticuerpo dador. La region variable humana puede ser una cadena pesada de inmunoglobulina, una cadena
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ligera (o ambas cadenas), fragmentos analogos o funcionales de las mismas. Tales regiones CDR, localizadas
dentro de la regidon variable de los anticuerpos (inmunoglobulinas) se pueden determinar por procedimientos
conocidos en la técnica. Por ejemplo Kabat y col. (Sequences of Proteins of Immunological Interest, 42 edicion, U.S.
Department of Health and Human Services, National Institutes of Health (1987)) describen reglas para la localizacion
de las CDR. Ademas, se conocen programas informaticos que son Utiles para la identificacion de las regiones /
estructuras de las CDR.

“Segunda secuencia compafiera de inmunoglobulina” se refiere a otra secuencia de nucledtidos que codifica para
una proteina o péptido a la que la primera secuencia compariera de inmunoglobulina se fusiona en fase o por medio
de una secuencia de unién convencional opcional (es decir, unida de forma operativa). Preferiblemente es un gen de
inmunoglobulina. La segunda secuencia compafera de inmunoglobulina puede incluir una secuencia de acido
nucleico que codifica toda la regién constante para la misma (es decir, homodloga— los primeros y segundos
anticuerpos alterados se derivan de la misma fuente) o para un anticuerpo adicional de interés (es decir, heterdlogo).
Puede ser una cadena pesada o una cadena ligera de inmunoglobulina (o0 ambas cadenas como parte de un
polipéptido Unico). La segunda secuencia compafiera de inmunoglobulina no esta limitada a una clase o isotipo de
inmunoglobulina particular. Ademas, la segunda secuencia compafiera de inmunoglobulina puede comprender parte
de una region constante de inmunoglobulina, tal como se encuentra en un Fab, o F(ab), (es decir, una parte discreta
de una region constante humana apropiada o region estructural). La mencionada segunda secuencia compariera de
inmunoglobulina puede también comprender una secuencia que codifica para una proteina de membrana integral
expuesta en la superficie exterior de una célula huésped, por ejemplo, como parte de una libreria de exposicion de
fagos, o una secuencia que codifica para una proteina para la deteccion analitica o diagnosis, por ejemplo
peroxidasa de rabano rusticano, f-galactosidasa, etc.

Los términos Fv, Fc, Fd, Fab, o F(ab)> se emplean con sus significados convencionales (véase, por ejemplo, Harlow
y col., Antibodies A Laboratory Manua%, Cold Spring Harbor Laboratory, (1988)).

Tal como se usa en el presente documento, un “anticuerpo manipulado” describe un tipo de anticuerpo alterado, es
decir, un anticuerpo sintético de longitud completa (por ejemplo, un anticuerpo quimérico, conformado o humanizado
en oposiciéon a un fragmento de anticuerpo) en el que una parte de los dominios variables de la cadena ligera y/o
pesada de un anticuerpo aceptor seleccionado se reemplaza por las partes analogas de uno o mas anticuerpos
dadores que presentan especificidad por el epitopo seleccionado. Por ejemplo, tales moléculas pueden incluir
anticuerpos caracterizados por una cadena pesada humanizada asociada con una cadena ligera no modificada (o
cadena ligera quimérica) o viceversa. Los anticuerpos manipulados pueden caracterizarse también por una
alteracion de las secuencias de acido nucleico que codifican para las regiones estructurales del dominio variable
ligero y/o pesado del anticuerpo aceptor con el fin de conservar la especificidad de unién por el anticuerpo dador.
Estos anticuerpos pueden comprender el reemplazo de una o mas CDR (preferiblemente todas) del anticuerpo
aceptor con las CDR de un anticuerpo dador descrito en el presente documento.

Un “anticuerpo quimérico” se refiere a un tipo de anticuerpo manipulado que contiene una region variable de origen
natural (cadena ligera y cadenas pesadas) derivada de un anticuerpo dador junto con regiones constantes de las
cadena ligera y pesada derivadas de un anticuerpo aceptor.

Un “anticuerpo humanizado” se refiere a un tipo de anticuerpo manipulado que presenta sus CDR derivadas de una
inmunoglobulina dadora no humana, derivandose el resto de las partes derivadas de la inmunoglobulina de la
molécula de una (o0 mas) inmunoglobulina(s) humana(s). Ademas, los residuos soporte estructurales pueden estar
alterados para conservar la afinidad de union (véase, por ejemplo, Queen y col., Proc. Natl Acad Sci USA, 86:10029
- 10032 (1989), Hodgson y col., Bio/Technology, 9: 421 (1991)). Un anticuerpo aceptor humano adecuado puede ser
uno seleccionado de una base de datos convencional, por ejemplo, la base de datos KABAT®, base de datos Los
Alamos y base de datos Swiss Protein, mediante homologia con las secuencias de nucleétidos y aminoacidos del
anticuerpo dador. Puede ser adecuado un anticuerpo humano caracterizado por una homologia con las regiones
estructurales del anticuerpo dador (o una base de aminoacido) para proporcionar una region constante de la cadena
pesada y/o una regién estructural variable de la cadena pesada para la insercidon de las CDR dadoras. Se puede
seleccionar de forma similar un anticuerpo aceptor adecuado capaz de donar regiones constantes o estructurales
variables de la cadena ligera. Se deberia notar que las cadenas pesada y ligera del anticuerpo aceptor no se
requiere que se originen a partir del mismo anticuerpo aceptor. La técnica anterior describe diferentes vias de
produccién de los mencionados anticuerpos humanizados — véanse por ejemplo los documentos EP-A-0239400 y
EP-A-054951.

“Anticuerpo humano conformado” se refiere a un anticuerpo alterado en el que minimamente al menos una CDR de
un primer anticuerpo dador monoclonal humano se encuentra sustituida por una CDR en un segundo anticuerpo
aceptor humano. Preferiblemente todas las seis CDR se encuentran reemplazadas. Mas preferiblemente esta
sustituida una regién entera de combinacion del antigenos (por ejemplo la Fv, Fab o F(ab'),) de un primer anticuerpo
monoclonal dador humano por la region correspondiente en un segundo anticuerpo monoclonal aceptor humano. Lo
mas preferiblemente la regién Fab de un primer dador humano esta unida de forma operativa con las regiones
constantes apropiadas de un segundo anticuerpo aceptor humano para formar un anticuerpo monoclonal de longitud
completa.

Un “anticuerpo vectorizado” se refiere a un anticuerpo al que se ha unido un agente para mejorar el transporte a
través de la barrera cerebral sanguinea (BBB). (Revisar viendo Pardridge; Advanced Drug Delivery Review 36, 299 -
321, 1999). La unién puede ser quimica o alternativamente puede sintetizarse el resto en el anticuerpo. Un ejemplo
es preparar una quimera con un anticuerpo dirigido hacia un receptor celular del endotelio capilar del cerebro por
ejemplo un anticuerpo receptor anti-insulina o un anticuerpo receptor anti-transferrina (Saito y col. (1995) Proc. Natl.
Acad. Sci. EE.UU. 92 10227 - 31; Pardridge y col. (1995) Pharm. Res. 12 807 - 816; Broadwell y col. (1996) Exp.
Neurol. 142 47 - 65; Bickel y col. (1993) Proc Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90, 2618-2622; Friden y col. (1996) J. Pharm.
Exp. Ther. 278 1491 - 1498, documentos US5182107, US5154924, US5833988, US5527527). Una vez unido al
receptor, ambos componentes del anticuerpo biespecifico pasan a través de la BBB mediante el proceso de la
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transcitosis. De forma alternativa el agente puede ser un ligando que se une a los mencionados receptores de
superficie celulares, por ejemplo la insulina, transferrina o lipoproteina de baja densidad (Descamps y col. (1996)
Am. J. Physiol. 270 H1149-H1158; Duffy y col. (1987) Brain Res. 420 32 - 38; Dehouck y col. (1997) J. Cell Biol.
1997 877 - 889). Se pueden emplear también péptidos de origen natural tales como la penetratina y SynB1 y Syn B3
que se conocen por mejorar el transporte a través de la BBB (Rouselle y col. (2000) Mol. Pharm. 57, 679 - 686 y
Rouselle y col. (2001) Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 296, 124 - 131).

El término “anticuerpo dador” se refiere a un anticuerpo (monoclonal o recombinante), que contribuye a las
secuencias de aminoacidos de sus regiones variables, CDR, u otros fragmentos funcionales o analogos de los
mismos para una primera secuencia compafiera de inmunoglobulina, tal como para proporcionar la regiéon de
codificacion de la inmonuglobulina alterada y dar lugar al anticuerpo alterado expresado con la especificidad
antigénica y la actividad neutralizante caracteristicas del anticuerpo dador.

El término “anticuerpo aceptor” se refiere a un anticuerpo (monoclonal, o recombinante) heterélogo respecto al
anticuerpo donador, que contribuye en todas (o en cualquier parte, pero preferiblemente en todas) las secuencias de
aminoacidos que codifican sus regiones estructurales de la cadena pesada y/o ligera y/o sus regiones constantes de
cadena pesada y/o ligera de la primera secuencia compafiera de inmunoglobulina. Preferiblemente el anticuerpo
aceptor es un anticuerpo humano.

“CDR” se definen como las secuencias de aminoacidos de la regiéon de determinaciéon complementaria de un
anticuerpo que son las regiones hipervariables de las cadenas pesada y ligera de la inmunoglobulina. Véase, por
ejemplo, Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 42 edicion, U.S. Department of Health and
Human Services, National Institutes of Health (1987). Hay tres CDR de cadena pesada y tres CDR de cadena ligera
(o regiones CDR) en la parte variable de una inmunoglobulina. Asi pues, las “CDR” tal como se usa en el presente
documento se refieren a las tres CDR de cadena pesada, o a las tres CDR de cadena ligera (0 a todas las CDR de
cadena pesada y ligera, si fuese adecuado). La estructura y plegamiento de la proteina del anticuerpo puede
significar que otros residuos se consideren parte de la region de unién del antigeno y un especialista en la técnica
asi lo entenderia. Véase por ejemplo Chothia y col., (1989) Conformations of immunoglobulin hypervariable regions;
Nature 342, pag. 877 - 883. Por conveniencia las CDR tal como se definen por Kabat en las SEC ID N.*° 13 - 26
estan subrayadas.

Las CDR proporcionan la mayoria de los residuos de contacto para la unién del anticuerpo al antigeno o al epitopo.
Las CDR de interés en la presente invencion y divulgacion se derivan de las secuencias de cadena pesada y ligera
variables del anticuerpo dador, e incluyen analogos de las CDR de origen natural, tales analogos también participan
de o conservan la misma especificidad de unién por el antigeno y/o capacidad de neutralizacion del antigeno que el
anticuerpo dador del que se derivaron.

Un “fragmento funcional” es una secuencia variable de cadena pesada o ligera parcial (por ejemplo, eliminaciones
menores en el término amino o carboxi de la region variable de la inmunoglobulina) que conserva la misma
especificidad de unién por el antigeno y/o capacidad de neutralizacién que el anticuerpo del que se derivo el
fragmento.

Un “analogo” es una secuencia de aminoacido modificada por al menos un aminoacido, en el que la mencionada
modificacion puede ser quimica o una sustitucion o una redisposicién de unos pocos aminoacidos (es decir, no mas
de 10), cuya modificacion permite que la secuencia de aminoacidos conserve las caracteristicas bioldgicas, por
ejemplo, la especificidad por el antigeno y la alta afinidad de la secuencia no modificada. Por ejemplo, se pueden
realizar mutaciones (silenciosas), mediante sustituciones, cuando se generen ciertos sitios de restriccion de
endonucleasas dentro o alrededor de las regiones que codifican las CDR. La presente invencién tiene en cuenta el
uso de analogos de los anticuerpos de la invencion o divulgacion. Se conoce bien que los cambios minoritarios en
secuencias de aminoacidos o de acidos nucleicos pueden llevar por ejemplo a una forma alélica de la proteina
original que mantiene sustancialmente propiedades similares. Asi pues los analogos del anticuerpo de la invencion o
divulgacion incluyen aquellos en los que las CDR en la region hipervariable de las cadenas pesada y ligera son al
menos homdlogas en un 80%, preferiblemente al menos homélogas en un 90% y mas preferiblemente al menos
homadloga en un 95% a las CDR segun se definieron anteriormente como CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2
y CDRL3 y conservan la actividad de neutralizacion de la MAG. Las secuencias de aminoacidos son al menos
homadlogas en un 80% si presentan un 80% de residuos aminoacidicos idénticos en una posicién similar cuando las
secuencias estan optimamente alineadas, contandose los huecos e inserciones como residuos no idénticos. La
divulgacion también tiene en cuenta analogos de los anticuerpos de la invencion o divulgacion en los que las
regiones estructurales son homdlogas en al menos un 80%, preferiblemente al menos un 90% y mas preferiblemente
al menos un 95% a las regiones estructurales descritas en las SEC ID N.°%: 1 - 5. Las secuencias de aminoacidos
son al menos homologas en un 80% si presentan un 80% de residuos aminoacidicos en una posicién similar cuando
las secuencias se encuentran alineadas o6ptimamente, contandose los huecos e inserciones como residuos no
idénticos.

Los analogos pueden también presentarse como variaciones alélicas. Una “variacién o modificacion alélica” es una
alteracion en la secuencia de acido nucleico. Tales variaciones o modificaciones se pueden deber a la degeneracion
en el codigo genético o pueden manipularse deliberadamente para proporcionar unas caracteristicas deseadas.
Estas variaciones o modificaciones pueden dar lugar o no pueden dar lugar a alteraciones en cualquier secuencia de
aminoacido codificada.

El término “agentes efectores” se refiere a moléculas vehiculo no proteicas a las que pueden estar asociadas por
medios convencionales los anticuerpos alterados, y/o las cadenas ligeras o pesadas naturales o sintéticas del
anticuerpo dador u otros fragmentos del anticuerpo dador. Tales vehiculos no proteicos pueden incluir vehiculos
convencionales empleados en el campo de la diagnosis, por ejemplo, esferas de poliestireno u otros plasticos,
polisacaridos, por ejemplo, tal como se usan en el sistema BlAcore [Pharmacia], u otras sustancias no proteicas
utiles en el campo médico y seguras para su administracion a seres humanos y animales. Otros agentes efectores
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pueden incluir un macrociclo, para quelar un atomo de metal pesado, o radioisétopos. Tales agentes efectores
pueden también ser utiles para incrementar la semivida de los anticuerpos alterados, por ejemplo, el polietilenglicol.

Se ha descrito un anticuerpo neutralizante especifico para la MAG (Poltorak y col. (1987) Journal of Cell Biology 105,
1893 - 1899, DeBellard y col. (1996) Mol. Cell. Neurosci. 7, 89 - 101; Tang y col. (1997) Mol. Cell. Neurosci. 9, 333 -
346; Torigoe K y Lundborg G (1997) Exp. Neurology 150, 254 - 262) y esta comercialmente disponible (MAB1567
(Chemicon)).

De forma alternativa, alguien puede construir anticuerpos, anticuerpos y fragmentos alterados, mediante la
inmunizacién de una especie no humana (por ejemplo, bovina, ovina, mono, pollo, roedores (por ejemplo, murinos y
rata), etc.) para generar una inmunoglobulina deseada tras presentacién con la MAG nativa de cualquier especie
contra la que puedan generarse anticuerpos por reaccion cruzada con la MAG humana, por ejemplo ser humano o
pollo. Se emplean técnicas de hibridoma convencionales para proporcionar una linea celular de hibridoma que
segregue mAb no humana para MAG. Se somete a seguimiento luego la unién de tales hibridomas empleando MAG
revestida sobre placas de 384 o 96 pocillos, con MAG biotinilada unida a una placa revestida de estreptavidina, o en
un inmunoensayo ligado a europio — APC homogéneo empleando MAG biotinilada.

Se puede producir un anticuerpo humano nativo en un ratén de anticuerpo humano tal como el “Xenomouse”
(Abgenix) donde los genes de inmunoglobulinas del raton se han eliminado y se han insertado los genes que
codifican las inmunoglobulinas humanas en el cromosoma del ratén. Se inmunizan los ratones normalmente y se
desarrolla una respuesta al anticuerpo que se deriva de los genes humanos. Asi pues, el raton produce anticuerpos
humanos obviando la necesidad de humanizar la seleccién posterior de hibridomas positivos. (véase Green L.L., J
Immunol Methods 10 de diciembre de 1999; 231 (1 - 2):11 - 23).

La presente divulgacion también incluye el uso de fragmentos de Fab o fragmentos de F(ab')o derivados de mAbs
dirigidos contra la MAG. Estos fragmentos son utiles como agentes protectores in vivo. Un fragmento Fab contiene
toda la cadena ligera y la parte terminal amino de la cadena pesada; y un fragmento F(ab')o es el fragmento formado
por dos fragmentos Fab unidos por enlaces disulfuro. Los fragmentos Fab y los fragmentos F(ab')o se pueden
obtener por medios convencionales, por ejemplo, excision del mAb con las enzimas proteoliticas adecuadas,
papaina y/o pepsina, o por procedimientos recombinantes. Los fragmentos Fab y F(ab')> son utiles por si mismos
como agentes terapéuticos o profilacticos y como dadores de secuencias que incluyen las regiones variables y las
secuencias CDR dtiles en la formacién de anticuerpos recombinantes o humanizados tal como se describe en el
presente documento.

Los fragmentos Fab y F(ab')o se pueden construir también mediante una libreria de fagos combinatoria (véase, por
ejemplo, Winter y col., Ann. Rev. Immunol., 12 :433 - 455 (1994)) o mediante evasién de la cadena de
inmunoglobulina (véase, por ejemplo, Marks y col., Bio/Technology, 10 :779 - 783 (1992), que se incorporan al
presente documento por referencia en su totalidad.

Asi pues los fragmentos de anticuerpo humano (Fv, scFv, Fab) especificos para la MAG se pueden aislar empleando
librerias de exposicion de fagos de fragmentos de anticuerpos humanos. Se amolda una libreria de particulas
bacteriéfagas que exhibe las proteinas de fragmentos de anticuerpos humanos contra la proteina MAG. Estos fagos
que muestran fragmentos de anticuerpos que se unen a la MAG se retienen en la libreria y se amplifican
clonalmente. Los genes de anticuerpos humanos se escinden después del bacteriéfago especifico y se insertan en
construcciones de expresion IgG humanas que contienen las regiones constantes IgG humanas para formar la
molécula IgG humana intacta con las regiones variables a partir del bacteriéfago aislado especifico para la MAG.

Los anticuerpos dadores pueden contribuir a secuencias, tales como las secuencias peptidicas de cadena pesada
y/o ligera variables, las secuencias estructurales, las secuencias de la CDR, los fragmentos funcionales y los
analogos de las mismas y las secuencias de acido nucleico que las codifican, utiles en el disefio y obtencion de
diversos anticuerpos alterados que se caracterizan por la especificidad de unién al antigeno del anticuerpo dador.

Teniendo en cuenta la degeneracion del codigo genético, se pueden construir diversas secuencias de codificacion
que codifican las secuencias de aminoacidos de cadena pesada y ligera variable y para las secuencias de la CDR,
asi como también para fragmentos funcionales y analogos de los mismos que comparten la especificidad por el
antigeno del anticuerpo dador. Las secuencias de acido nucleico aisladas, o los fragmentos de las mismas, que
codifican las secuencias de péptidos de la cadena variable o de las CDR se pueden emplear para producir
anticuerpos alterados, por ejemplo, anticuerpos quiméricos o humanizados, u otros anticuerpos manipulados cuando
se combinen de forma operativa con una segunda secuencia compafera de inmunoglobulina.

Las moléculas de inmunoglobulina alteradas pueden codificar anticuerpos alterados que incluyen anticuerpos
manipulados tales como anticuerpos quiméricos y anticuerpos humanizados. Una regidon que codifique
inmunoglobulina alterada deseada contiene regiones que codifican la CDR que codifican péptidos que tienen la
especificidad por el antigeno de un anticuerpo anti-MAG, preferiblemente un anticuerpo de alta afinidad, insertado en
una primera secuencia compafiera de inmunoglobulina (una regién estructural humana o variable de
inmunoglobulina humana).

Preferiblemente, la primera secuencia compafiera de inmunoglobulina esta unida de forma operativa a una segunda
secuencia compafiera de inmunoglobulina. La segunda secuencia compafiera de inmunoglobulina se definid
anteriormente y puede incluir una secuencia que codifica una segunda region de anticuerpo de interés, por ejemplo
una region Fc. Las segundas secuencias comparieras de inmunoglobulina pueden también incluir secuencias que
codifican para otra inmunoglobulina a la que esta fusionada la regién constante de cadena ligera o pesada en la
estructura o por medio de una secuencia de unién. Los anticuerpos manipulados dirigidos contra los fragmentos
funcionales o analogos de la MAG se pueden disefar para obtener unidon mejorada.

La segunda secuencia compafiera de inmunoglobulina puede también estar asociada con agentes efectores segun
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se definieron anteriormente, incluyendo moléculas vehiculo no proteicas, a las que la segunda secuencia compafiera
de inmunoglobulina puede estar unida de forma operativa por medios convencionales.

La fusiéon o union entre las segundas secuencias comparieras de inmunoglobulina, por ejemplo, secuencias de
anticuerpos y el agente efector, puede ser mediante cualquier medio adecuado, por ejemplo, mediante enlaces
covalentes o idnicos convencionales, fusiones de proteinas, o reticulaciones heterobifuncionales, por ejemplo,
carbodiimida, glutaraldehido y similares. Tales técnicas se conocen en la técnica y se describen facilmente en los
textos de quimica y bioquimica convencionales.

De forma adicional, las secuencias de unién convencionales que proporcionan simplemente una cantidad de espacio
deseada entre la segunda secuencia compafiera de inmunoglobulina y el agente efector se pueden construir en la
region de codificacion de la inmunoglobulina alterada. El disefio de las mencionadas uniones es bien conocido por
los especialistas en la técnica. En otros aspectos, se proporcionan diacuerpos (bivalentes o biespecificos),
triacuerpos, tetracuerpos y otras especies de proteinas scFCV multivalentes que tienen una o mas CDR segun se
describen anteriormente que se unen a y neutralizan la funcién de la MAG.

AuUn en otra realizacion mas, los anticuerpos de la invencién o divulgacion pueden tener unido a ellos un agente
adicional. Por ejemplo, se puede emplear el procedimiento de tecnologia del ADN recombinante para producir un
anticuerpo manipulado de la invencién en el que el fragmento Fc o el dominio CH2-CH3 de una molécula de
anticuerpo completa se ha reemplazado por una enzima u otra molécula detectable (es decir, un efector polipeptidico
0 molécula reportera).

La segunda secuencia compafiera de inmunoglobulina puede estar también unida de forma operativa a un péptido,
proteina o fragmento de la misma no inmunoglobulinico heterélogo a la secuencia que contiene la CDR que tiene la
especificidad por el antigeno del anticuerpo anti-MAG. La proteina resultante puede mostrar tanto especificidad por
el antigeno anti-MAG como caracteristicas de no inmunoglobulina tras la expresion. Estas caracteristicas de la
secuencia compariera de fusién pueden ser, por ejemplo, una caracteristica funcional tal como otro dominio de unién
0 receptor, 0 una caracteristica terapéutica si la secuencia compafiera de fusion es por si misma una proteina
terapéutica, o caracteristicas antigénicas adicionales.

Otra proteina deseable de esta invencion y divulgacion puede comprender una molécula de anticuerpo completa,
que tiene cadenas pesada y ligera de longitud completa, o cualquier fragmento discreto de las mismas, tales como
los fragmentos Fab o F(ab')2, un dimero de cadena pesada, o cualesquiera fragmentos minimamente recombinantes
de los mismos tales como un F,, o un anticuerpo de cadena unica (SCA) o cualquier otra molécula con la misma
especificidad que el mAb dador seleccionado. Se puede emplear la mencionada proteina en forma de un anticuerpo
alterado, o se puede emplear en su forma no fusionada.

Mientras que la segunda secuencia compafiera de inmunoglobulina se deriva de un anticuerpo diferente del
anticuerpo dador, por ejemplo, cualquier isotipo o clase de regiones estructurales o constantes de la inmunoglobulina
da como resultado un anticuerpo manipulado. Los anticuerpos manipulados pueden comprender regiones
constantes de inmunoglobulinas (Ig) y regiones estructurales variables de una fuente, por ejemplo, el anticuerpo
aceptor y una o mas (preferiblemente todas) las CDR del anticuerpo dador. Ademas, se pueden realizar
alteraciones, por ejemplo, eliminaciones, sustituciones o adiciones de la regién estructural del dominio variable ligero
y/o pesado del mAb aceptor en los niveles de acido nucleico o aminoacido, o las regiones CDR del dador se puede
preparar con el fin de conservar la especificidad de unién por el antigeno del anticuerpo dador.

Tales anticuerpos manipulados se disefian para emplear una (0 ambas) cadenas pesadas y/o ligeras variables del
mAb anti-MAG o una o mas de las CDR de cadena pesada o ligera. Los anticuerpos manipulados se pueden
neutralizar segun se definié anteriormente.

Los mencionados anticuerpos manipulados pueden incluir un anticuerpo humanizado que contiene regiones
estructurales de una inmunoglobulina humana seleccionada o un subtipo humano seleccionado, o un anticuerpo
quimérico que contiene las regiones constantes de cadena pesada y ligera humanas fusionadas con los fragmentos
funcionales del anticuerpo anti-MAG. Un anticuerpo aceptor humano (o de otro animal) adecuado puede ser uno
seleccionado de una base de datos convencional, por ejemplo, la base de datos KABAT®, la base de datos Los
Alamos y la base de datos Swiss Protein, por homologia con las secuencias de nucledtidos y aminoacidos del
anticuerpo dador. Puede ser adecuado un anticuerpo humano caracterizado por una homologia de las regiones
estructurales del anticuerpo dador (o0 una base de aminoacidos) para proporcionar una regiéon constante de cadena
pesada y/o una region estructural variable de cadena pesada para la insercion de la CDR dadora. Se puede
seleccionar un anticuerpo aceptor adecuado capaz de donar regiones estructurales constantes o variables de
cadena ligera de una forma similar. Se deberia notar que las cadenas pesada y ligera del anticuerpo aceptor no se
requieren para originarse a partir del mismo anticuerpo aceptor.

De forma deseable las regiones estructurales y constantes heterélogas se seleccionan de las clases e isotipos de
inmunoglobulina humana, tales como IgG (subtipos 1 a 4), IgM, IgA e IgE. Sin embargo el anticuerpo aceptor no
necesita comprender solo secuencias de proteinas de la inmunoglobulina humana. Por ejemplo un gen se puede
construir de forma que una secuencia de ADN que codifique parte de una cadena de la inmunoglobulina humana
esté fusionada con una secuencia de ADN que codifique para una secuencia de aminoacido no inmunoglobulinica tal
como un efector de polipéptido o una molécula reportera.

Preferiblemente, en un anticuerpo humanizado, los dominios variables tanto en las cadenas pesadas y como en las
cadenas ligeras humanas se han manipulado mediante uno o mas reemplazos en la CDR. Es posible usar las seis
CDR, o diversas combinaciones de menos de las seis CDR. Preferiblemente, todas las seis CDR estan
reemplazadas. Es posible el reemplazar las CDR solo en la cadena pesada humana, empleando como cadena ligera
la cadena ligera no modificada del anticuerpo aceptor humano. De forma alternativa, se puede seleccionar una
cadena ligera compatible a partir de otro anticuerpo humano recurriendo a las bases de datos de anticuerpos
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convencionales. El resto del anticuerpo manipulado se puede derivar de cualquier inmunoglobulina humana aceptora
adecuada.

Asi pues el anticuerpo humanizado manipulado tiene preferentemente la estructura de un anticuerpo humano natural
o un fragmento del mismo y posee la combinacion de propiedades requeridas para el uso terapéutico efectivo.

Se entendera por parte de los especialistas en la técnica que un anticuerpo manipulado puede modificarse ademas
mediante cambios en los aminoacidos de dominio variable sin afectar necesariamente a la especificidad y alta
afinidad del anticuerpo dador (es decir, un analogo). Se anticipa que los aminoacidos de cadena pesada y ligera
pueden estar sustituidos por otros aminoacidos bien en las estructuras de dominio variable o bien en las CDR o bien
en ambas.

Ademas, la region constante se puede alterar para mejorar o reducir las propiedades selectivas de las moléculas de
la presente invencion y divulgacion. Por ejemplo, dimerizacion, unién a receptores Fc, o la capacidad de unir y
activar complemento (véase, por ejemplo, Angal y col., Mol. Immunol, 30:105 - 108 (1993), Xu y col., J. Biol. Chem,
269: 3469-3474 (1994), Winter y col., EP 307, 434-B).

Un anticuerpo alterado que es un anticuerpo quimérico difiere de los anticuerpos humanizados descritos
anteriormente por proporcionar todas las regiones variables de cadena pesada y de cadena ligera del anticuerpo
dador no humano completas, incluyendo las regiones estructurales, junto con las regiones constantes de la
inmunoglobulina a partir de otras especies, preferiblemente seres humanos para ambas cadenas.

Preferiblemente, las secuencias de la cadena ligera y/o pesada variables y de las CDR de mAbs dadores adecuados
y sus secuencias de acido nucleico de codificacion, se emplean en la construccion de anticuerpos alterados,
preferiblemente anticuerpos humanizados, de la presente invencion y divulgacion, mediante el siguiente
procedimiento. Se pueden emplear también la misma o similares técnicas para generar otras realizaciones de la
presente invencion o divulgacion.

Se clona de forma convencional un hibridoma que produce un mAb dador seleccionado y se obtiene el ADN de sus
regiones variables de cadena pesada y ligera por técnicas conocidas por un especialista en la técnica, por ejemplo,
las técnicas descritas por Sambrook y col., (Molecular Cloning (A Laboratory Manual), 22 edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory (1989)). Las regiones pesadas y ligeras variables que contienen al menos las regiones que codifican las
CDR y aquellas partes de las regiones estructurales del dominio variable ligero y/o pesado del mAb aceptor
requeridas para conservar la especificidad de unién por el mAb dador, asi como también las partes derivadas de la
inmunoglobulina restantes de la cadena de anticuerpo derivadas de una inmunoglobulina humana se obtienen
empleando cebadores de polinucleétido y transcriptasa inversa. Las regiones que codifican para las CDR se
identifican empleando una base de datos conocida y por comparacién con otros anticuerpos.

Luego se puede preparar un anticuerpo quimérico de ratdbn/humano y ensayar la capacidad de unién. Un anticuerpo
quimérico tal contiene todas las regiones VR y V|_ del anticuerpo dador no humano completas, en asociacion con las
regiones constantes de Ilg humanas para ambas cadenas.

Las regiones estructurales homologas de una regién variable de cadena pesada de un anticuerpo humano se
pueden identificar empleando bases de datos informaticas, por ejemplo, la base de datos KABAT® y se seleccionara
un anticuerpo humano que tenga homologia respecto al anticuerpo dador como el anticuerpo aceptor. Se puede
disefar una region estructural variable de cadena ligera adecuada de forma similar.

Se puede derivar un anticuerpo humanizado del anticuerpo quimérico, o preferiblemente, hacerlo de forma sintética
mediante la insercion de las regiones que codifican para las CDR del mAb dador a partir de cadenas pesadas y
ligeras de forma apropiada dentro de la estructura de cadena pesada y ligera seleccionada. De forma alternativa, se
puede preparar un anticuerpo humanizado empleando técnicas de mutagénesis convencionales. Asi pues, el
anticuerpo humanizado resultante contiene regiones estructurales humanas y regiones que codifican para las CDR
del mAb dador. Puede haber manipulacion consiguiente de los residuos estructurales. El anticuerpo humanizado
resultante se puede expresar en células huésped recombinantes, por ejemplo, COS, CHO o células del mieloma.

Se produce un vector de expresiéon convencional o un plasmido recombinante mediante la colocacion de estas
secuencias de codificaciéon para el anticuerpo en asociacion operativa con las secuencias de control regulatorio
convencionales capaces de controlar la replicacion y la expresion en, y/o la secrecion desde, una célula huésped.
Las secuencias regulatorias incluyen secuencias promotoras, por ejemplo, promotor CMV y las secuencias sefial,
que se pueden derivar de otros anticuerpos conocidos. De forma similar se puede producir un segundo vector de
expresion que tenga una secuencia de ADN que codifique una cadena ligera o pesada de anticuerpo
complementario. Preferiblemente este segundo vector de expresion es idéntico al primero salvo porque las
secuencias de codificacion y los marcadores seleccionables estan involucrados, de forma que aseguren en tanto sea
posible que cada cadena de polipéptido se exprese funcionalmente. De forma alternativa, las secuencias de
codificacion de la cadena pesada y ligera para el anticuerpo alterado pueden residir en un vector unico.

Se co-transfecta una célula huésped seleccionada mediante técnicas convencionales con ambos vectores primero y
segundo (o simplemente se transfecta mediante un vector Unico) para crear la célula huésped transfectada de la
divulgacion que comprende las cadenas tanto ligeras como pesadas recombinantes o sintéticas. La célula
transfectada se cultiva luego por técnicas convencionales para producir el anticuerpo manipulado de la invencién o
divulgacion. El anticuerpo humanizado que incluye la asociacion de ambas de la cadena pesada y/o de la cadena
ligera recombinantes se somete a seguimiento en el cultivo mediante ensayo adecuado, tal como ELISA o RIA. Se
pueden emplear técnicas convencionales similares para construir otros anticuerpos y moléculas alterados.

Un experto en la técnica puede seleccionar vectores adecuados para las etapas de clonacién y subclonacion
empleadas en los procedimientos y en la construccion de las composiciones de esta invencion o divulgacion. Se
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pueden emplear por ejemplo, las series pUC convencionales de vectores de clonacion. Un vector, el pUC19, esta
comercialmente disponible de suministradores, tales como Amersham (Buckinghamshire, Reino Unido) o Pharmacia
(Uppsala, Suecia). De forma adicional cualquier vector que sea capaz de replicarse facilmente tiene una abundancia
de sitios de clonacion y genes seleccionables (por ejemplo, de resistencia a antibidticos) y que sea facilmente
manipulable puede emplearse para la clonacién. Asi pues, la seleccion del vector de clonacién no es un factor
limitante.

De forma similar, los vectores empleados para la expresiéon de los anticuerpos se pueden seleccionar por un
especialista en la técnica a partir de cualquier vector convencional. Los vectores también contienen secuencias
regulatorias seleccionadas (tales como promotores CMV) que dirigen la replicacion y la expresion de las secuencias
de ADN heterdlogas en las células huésped seleccionadas. Estos vectores contienen las secuencias de ADN
anteriormente descritas que codifican para la regién de codificacion del anticuerpo o de la inmunoglobulina alterada.
Ademas, los vectores pueden incorporar las secuencias de inmunoglobulina seleccionadas modificadas mediante la
insercion de sitios de restriccion deseables para la facilidad de manipulacion.

Los vectores de expresion pueden caracterizarse también por genes adecuados para la amplificacion de la
expresion de secuencias de ADN heterologas, por ejemplo, el gen de la dihidrofolatoreductasa de mamiferos
(DHFR). Otras secuencias vector preferibles incluyen una secuencia de sefial de poli A, tal como la hormona de
crecimiento bovino (BGH) y la secuencia promotora de la betaglobina (betaglopro). Los vectores de expresion utiles
en el presente documento se pueden sintetizar por técnicas bien conocidas por los especialistas en la técnica.

Los componentes de tales vectores, por ejemplo replicones, genes de seleccién, potenciadores, promotores,
secuencias sefial y similares se pueden obtener a partir de fuentes comerciales o naturales o se pueden sintetizar
por procedimientos conocidos por el uso en dirigir la expresion y/o la secrecién del producto del ADN recombinante
en un huésped seleccionado. Se pueden seleccionar para este propdsito otros vectores de expresion apropiados de
los que se conocen numerosos tipos en la técnica para expresién en mamiferos, bacterias, insectos, levaduras y
hongos.

La presente divulgacion también comprende una linea celular transfectada con un plasmido recombinante que
contiene las secuencias de codificacion de los anticuerpos o de las moléculas de inmunoglobulina alterada de los
mismos. Son también convencionales las células huésped utiles para la clonacién y otras manipulaciones de estos
vectores de clonacién. Sin embargo, lo mas deseablemente, las células de diversas cepas de E. coli se usan para la
replicacion de los vectores de clonacion y otras etapas en la construccion de anticuerpos alterados de la presente
invencioén o divulgacion.

Las células o lineas celulares huésped adecuadas para la expresién de los anticuerpos de la invencion o divulgacion
son preferiblemente células de mamiferos tales como NSO, Sp2/0, CHO, COS, una célula fibroblastica (por ejemplo,
3T3) y células de mieloma y mas preferiblemente una célula CHO o una célula de mieloma. Se pueden emplear
células humanas, permitiendo asi a la molécula modificarse con patrones de glucosilacion humanos. De forma
alternativa, se pueden emplear otras lineas celulares eucaridticas. La seleccién de las células huésped de
mamiferos adecuadas y los procedimientos para la transformacion, cultivo, amplificacion, seguimiento y produccion y
purificacion del producto se conocen en la técnica. Véase por ejemplo, Sambrook y col., citado anteriormente.

Las células bacterianas pueden demostrar ser utiles como células huésped adecuadas para la expresion de los Fabs
recombinantes de la presente invencion (véase, por ejemplo, Plickthun, A., Immunol. Rev., 130: 151 - 188 (1992)).
Sin embargo, debido a la tendencia de las proteinas expresadas en células bacterianas a estar en una forma no
plegada o plegada de forma inapropiada o en una forma no glucosilada, cualquier Fab recombinante producido en
una célula bacteriana tendria que someterse a seguimiento en cuanto a la conservacion de la capacidad de union al
antigeno. Si la molécula expresada por la célula bacteriana se produjese en una forma plegada apropiadamente, esa
célula bacteriana seria un huésped deseable. Por ejemplo, diversas cepas de E. coli empleadas para la expresion se
conocen bien como células huésped en el campo de la biotecnologia. Se pueden emplear en el presente
procedimiento también diversas cepas de B. subtilis, Streptomyces, otros bacilos y similares.

Cuando se desee, se encuentran también disponibles cepas de células de levadura conocidas por los especialistas
en la técnica como células huésped, asi como también células de insectos, por ejemplo de Drosophila y Lepidoptera
y sistemas de expresion viral. Véase, por ejemplo Miller y col., Genetic Engineering, 8: 277 - 298, Plenum Press
(1986) y las referencias citadas en la misma.

Los procedimientos generales por los que se pueden construir los vectores, los procedimientos de transfeccion
requeridos para producir las células huésped de la invencion y los procedimientos de cultivo necesarios para
producir los anticuerpos alterados de la invencion o divulgacion a partir de la mencionada célula huésped son todas
técnicas convencionales. Analogamente, una vez producidos, los anticuerpos de la invencion o divulgacion se
pueden purificar a partir de los contenidos de cultivos celulares de acuerdo con los procedimientos convencionales
de la técnica, incluyendo la precipitacion con sulfato de amonio, las columnas de afinidad, la cromatografia en
columna, la electroforesis en gel y similares. Tales técnicas estan dentro de la habilidad en la técnica. Por ejemplo, la
preparacién de anticuerpos alterados se describe en los documentos WO 99/58679 y WO 96/16990.

Aun otro procedimiento de expresion de los anticuerpos puede emplear la expresion en un animal transgénico, tal
como se describe en la patente de Estados Unidos N.°: 4.873.316. Esto se refiere a un sistema de expresion que
emplea el promotor de la caseina animal que cuando se incorpora transgénicamente en un mamifero permite que la
hembra produzca la proteina recombinante deseada en su leche.

Una vez expresado por el procedimiento deseado, se examina después en actividad in vitro mediante el empleo de
un ensayo apropiado. Actualmente, se emplean los formatos de ensayo ELISA convencionales para valorar la union
cualitativa y cuantitativa del anticuerpo a la MAG. De forma adicional, se pueden emplear otros ensayos in vitro para
verificar la eficacia de la neutralizacion antes de los subsiguientes estudios clinicos en seres humanos para evaluar
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la persistencia del anticuerpo en el cuerpo a pesar de los mecanismos de eliminacién usuales.

Los agentes terapéuticos de esta invencion o discusion se pueden administrar como un profilactico o tras dafio, o de
otra forma necesaria. La dosis y duracién del tratamiento se relaciona con la duracion relativa de las moléculas de la
presente invencion o divulgaciéon en la circulacion humana y puede ser ajustada por un experto en la técnica
dependiendo de la afeccion a tratar y de la salud general del paciente.

El modo de administracion del agente terapéutico de la invencion puede ser cualquier ruta adecuada que libere el
agente en el huésped. Los antagonistas y anticuerpos y composiciones farmacéuticas de la invencién son
particularmente utiles para la administracion parenteral, es decir, de forma subcutanea, intramuscular, intravenosa o
intranasal.

Los agentes terapéuticos de la invencion pueden prepararse como composiciones farmacéuticas que contienen una
cantidad efectiva del antagonista o anticuerpo de la invencion como un ingrediente activo en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En el agente profilactico de la invencion o divulgacion, se prefiere una suspension o
una solucién acuosa que contenga el anticuerpo manipulado, preferiblemente tamponada a pH fisiolégico, en una
forma facil para inyeccidon. Las composiciones para administracion parenteral comprenderan comunmente una
solucion del antagonista o anticuerpo de la invencion o un céctel de los mismos disuelto en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, preferiblemente un vehiculo acuoso. Se puede emplear una diversidad de vehiculos
acuosos, por ejemplo solucién salina al 0,9%, glicina al 0,3% y similares. Estas soluciones son estériles y estan por
lo general exentas de materia particulada. Se pueden esterilizar estas soluciones mediante técnicas de esterilizacion
bien conocidas convencionales (por ejemplo por filtracion). Las composiciones pueden contener sustancias
auxiliares farmacéuticamente aceptables como se requieren para aproximarse a las condiciones fisiolégicas tales
como agentes de ajuste del pH y agentes tamponantes, etc. La concentracién del antagonista o anticuerpo de la
invencion o divulgacion en tal formulacién farmacéutica puede variar ampliamente, es decir, desde menos de
aproximadamente el 0,5%, normalmente en o al menos aproximadamente el 1% hasta el 15 o el 20% en peso como
mucho y se seleccionara en primer lugar en base a volumenes de fluido, viscosidades etc., de acuerdo con el modo
particular de administracion seleccionado.

Asi pues, se podria preparar una composicion farmacéutica de la invencion o divulgacion para la inyeccion
intramuscular para contener 1 ml de agua estéril tamponada y entre aproximadamente 1 ng y aproximadamente 100
mg, por ejemplo de aproximadamente 50 ng a aproximadamente 30 mg o mas preferiblemente, de aproximadamente
5 mg a aproximadamente 25 mg, de un antagonista o anticuerpo de la invencion o divulgacion. De forma similar, se
podria preparar una composicion farmacéutica de la invencion o divulgaciéon para infusion intravenosa para que
contuviese hasta aproximadamente 250 ml de solucion de Ringer estérii y aproximadamente de 1 a
aproximadamente 30 y preferiblemente de 5 mg a aproximadamente 25 mg de un anticuerpo manipulado de la
invencion o divulgacion. Los procedimientos actuales para la preparacion de composiciones administrables de forma
parenteral se conocen bien o se haran aparentes para los especialistas en la técnica y se describen con mas detalle
en, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Science, 15° edicién, Mack Publishing Company, Easton, Pensilvania.

Se prefiere que el agente terapéutico de la invencion o divulgaciéon, cuando se encuentre en una preparacion
farmacéutica, esté presente en formas de dosis unitarias. La dosis terapéuticamente efectiva apropiada se puede
determinar facilmente por los especialistas en la técnica. Para tratar de forma efectiva la apoplejia y otras
enfermedades neurolégicas en un ser humano, se deberia administrar parenteralmente una dosis de hasta 700 mg
por 70 kg de peso corporal de un antagonista o anticuerpo de esta invencion o divulgacion, preferiblemente de forma
i.v. o i.m. (intramuscularmente). La mencionada dosis puede, si fuese necesario, repetirse a intervalos de tiempo
apropiados seleccionados como adecuados por un facultativo.

Los anticuerpos descritos en el presente documento se pueden liofilizar para su almacenamiento y reconstituirse en
un vehiculo adecuado antes de usar. Esta técnica ha mostrado ser efectiva con inmunoglobulinas convencionales y
se pueden emplear técnicas de liofilizacion y reconstitucion conocidas en la técnica.

En otro aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-MAG de
la presente invencion o un fragmento funcional del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para el
tratamiento o profilaxis de la apoplejia. Aun en un aspecto mas, la invencidon proporciona una composicion
farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-MAG de la presente invenciéon y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable para inhibir neurodegeneracion y/o para promover la recuperacion funcional en un paciente humano que
sufre de, o esta en riesgo de desarrollar, una apoplejia.

Ejemplo1 — anticuerpo Anti-MAG en modelo de apoplejia

Materiales y procedimientos

Anticuerpo monoclonal Anti-MAG

El anticuerpo monoclonal anti — MAG era anticuerpo MAG anti — pollo de raton MAB 1567 obtenido de Chemicon. El
anticuerpo tiene las siguientes caracteristicas:

Antigeno: glucoproteina asociada a la mielina (ser humano, ratén, rata, bovino, pollo, rana).
Isotipo: 1gG1

Capacidad neutralizante: véase De Bellard y col (1996) Mol. Cell. Neurosci. 7, 89 - 101; Tang y col., (1997) Mol. Cell.
Neurosci. 9, 333 - 346; Torigoe K 'y Lundborg G (1997) Exp. Neurology 150, 254 - 262.

Mab IgG1 de control se compré de R + D Systems.
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Canulacion ventricular intracerebral (para estudio 1 solamente)

En anestesia de halotano se situaron canulas ventriculares intracerebrales (i. ¢. v.) en el ventriculo cerebral lateral
izquierdo (coordenadas: 1,6 mm desde la linea central, 0,8 mm caudal desde el bregma, 4,1 mm desde la superficie
del craneo, barra incisiva 3,2 mm por debajo de cero segun Paxinos y Watson, 1986). Se enjaularon todas las ratas
individualmente evitando dafio a la guia o canula artificial. 7 dias después de la cirugia, se verificé la correcta
situacion de la canula mediante una respuesta intensa a la bebida a Angiotensina Il (100ng, Simpson y col., 1978).
Nueve dias después, los animales experimentaron una isquemia cerebral.

Isquemia cerebral focal transitoria

Se indujo isquemia cerebral focal transitoria (90 min) en machos de rata Sprague Dawley, pesando cada uno entre
300 — 350 g. Se anestesiaron los animales inicialmente con una mezcla de halotano al 5%, 6xido nitroso al 60% vy
oxigeno al 30%, situada en una mascarilla y se mantuvo la anestesia posteriormente a halotano al 1,5%. La oclusién
de la arteria cerebral central (MCAO) se llevd a cabo usando la técnica de hilo intraluminal como describid
previamente (Zea Longa y col. 1989). Los animales se mantuvieron normotérmicos durante todo el procedimiento
quiruargico, se les permitioé recuperarse durante 1 hora en un incubador, antes de que se enjaularan individualmente.
Solamente aquellos animales con una puntuacién neuroldgica de 3 1 hora después de la oclusiéon se incluyeron en el
estudio (segun se valoré usando un sistema de puntuacion de 5 puntos: 0, sin déficit; 1, reflejo contralateral; 2 agarre
debilitado; 3, moviéndose en circulos; 4, inmdviles; 5, muerte). Se mantuvieron los animales durante hasta 1 semana
tiempo al que se sacrificaron los animales por perfusion transcardial de solucion salina al 0,9% seguida de
paraformaldehido al 4% en tampon fosfato 100 mM. Después se fijaron los cerebros en paraformaldehido al 4% a
4°C durante 48 horas tiempo al que se retiraron de los craneos y se cortaron en bloques de 2 mm usando una matriz
de cerebro de rata. Después las secciones de 2 mm se incrustaron en parafina usando un procesador de tejidos
Shandon Citadel 1000, se cortaron en secciones de 6 ym usando un microtomo y se montaron en portaobjetos
recubiertos con poli-L-lisina. Después las secciones se trataron para tincion rapida con violeta de cresilo (CFV).

Régimen de dosificacion

Anticuerpo monoclonal anti-MAG y anticuerpo de control isotipo IgG1 de ratén se dializaron frente a cloruro sédico
estéril al 0,9% durante una noche y se concentraron adecuadamente.

Estudio 1: Los animales recibieron 2,5 ug de anti-MAGmab o 2,5 ug de IgG de raton i. c. v. 1, 24 y 72 horas después
MCAO de (5 pl por dosis).

Estudio 2: Los animales recibieron 200 ug de anti-MAG mab o 200 pg de IgG de raton i. v. 1 y 24 horas después de
MCAO.

El investigador no conocia la identidad de cada solucion de dosificacion.
Valoracion neurolégica

Antes de la induccion de la isquemia cerebral, las ratas para el estudio 1 recibieron adiestramiento en caminar sobre
una barra y ensayo de etiqueta pegadiza. Los animales que no alcanzaban los criterios en ambos ensayos se
excluian para estudio adicional. Después del adiestramiento, el resto de los animales se clasificaron segun el
comportamiento en dos grupos equilibrados. A lo largo de toda la valoracién neuroldgica, los investigadores no
conocian el grupo de tratamiento del animal.

Ensayo de etiqueta pegadiza bilateral

El ensayo de la etiqueta pegadiza bilateral (Schallert y col., Pharmacology Biochemistry and Behaviour 16: 455-462,
(1983)) se utilizo valorando la desviacion contralateral de negligencia/ipsilateral. Esta extincion tactil de modelos se
ha observado en pacientes humanos con apoplejia (Rose y col., 1994). Este ensayo se ha descrito en detalle
anteriormente (Hunter y col., Neuropharmacology 39: 806-816 (2000); Virley y col., Journal of Cerebral Blood Flow &
Metabolism, 20: 563 - 582 (2000)). Brevemente, una etiqueta de papel redonda y pegadiza se situ6é firmemente
alrededor de un area sin pelo de las patas delanteras con igual presion con el fin de que tenga caracter aleatorio
(izquierda, derecha). Las sesiones de adiestramiento se llevaron a cabo durante 6 dias antes de MCAO, los datos
del dia 6 se utilizaron como la linea de base antes de la operacion (dia 0). Se les dio a los animales dos tentativas 24
y 7 dias después de MCAO, los datos representan una media de las dos tentativas. La latencia a establecer contacto
y retir?1r las Stiquetas se registré y se analizo utilizando el ensayo logrank (Cox, J. Royal Statistical Society B 34: 187
- 220 (1972)).

Caminar sobre una barra

Caminar sobre una barra se utiliz6 como una medida de coordinaciéon del miembro posterior y el miembro anterior
por medio de la distancia caminada a través de una barra elevada de 100 cm (2,3 de diametro, a 48 cm del suelo)
como previamente describieron en detalle (Virley y col., Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism, 20: 563-582
(2000)). Se adiestro a las ratas para cruzar la barra desde el principio al final. Para el ensayo, se les daba a las ratas
dos tentativas 24 h y 7 d después de MCAO, los datos representan una media de las dos tentativas. El analisis
estadistico fue ANOVA seguido de la prueba de t de Student.

La puntuacion neurological de 27 puntos (Estudio 1)
Este estudio consta de una bateria de ensayos valorando el estado neurolégico que incluye, situacion de la pata,
alcance visual de la pata delantera, barra horizontal, rotacion contralateral, plano inclinado, reflejo correcto, reflejo

contralateral, condicion de movilidad y general, como describié previamente (Hunter y col. Neuropharmacology 39:
806 - 816 (2000)) con la adicién de las medidas de la fuerza de agarre (puntuaciones 2 para agarre miembro anterior
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derecho bueno, 1 para agarre débil). Puntuacion total = 27 para un animal mormal.

Para el estudio 2 este ensayo se modificé posteriormente: fuerza de agarre — normal puntda 3, buena - 2, débil - 1,
muy débil - 0; motilidad- normal puntua 4, excelente - 3, muy buena - 2, buena - 1, débil - 0.; condicién general —
normal puntlia 4, excelente — 3, muy buena — 2, buena — 1, débil — 0; movimiento en circulos - ninguno puntua 5,
hacia un lado con apoyo puntta 4, circulo amplio — 3, medio circulo — 2, pequefio circulo — 1, como un trompo — 0).
La puntuacion total para un animal normal = 32.

En ambos estudios los animales se ensayaron 1, 24, 48 y 7 d después de MCAO, un animal normal saludable
puntia 27 y 32 respectivamente. Los datos se presentan como valores medios, el analisis estadistico fue Kruskil
Wallis ANOVA.

Valoracion de lesiones

Estudio 1- para cada animal, las areas de lesion se valoraron en secciones de tres niveles predeterminados en el
cerebro (0, -2,0 y -6,0 mm desde el Bregma respectivamente) Se valoré el dafio neuronal utilizando tincién rapida
con violeta de cresilo y el &rea de dafio ge midio usando un paquete de formacién de imagenes Optimas 6.1. Los
datos se expresan como area media (mm®) + eem.

Estudio 2- para cada animal, las areas de lesion se valoraron en secciones de siete niveles predeterminados en el
cerebro (+3 mm a -8 mm w. r. t. Bregma). Se valor6 el dafio neuronal utilizando tincién rapida con violeta de cresilo y
el area de dano se midié usando un paquete de formacién de imagenes Optimas 6.1. Los datos se expresan como
area media (mm®) + eem.

Resultados
Estudio 1 — administracion ventricular intracerebral (i. c. v.) de anti-MAG mab
Puntuacion neurolégica

Una hora después de MCAO los animales en ambos grupos de tratamientos mostraron un empeoramiento marcado
en la puntuacién neurolégica (puntuacién media 12 en cada grupo). No habia diferencia significativa entre grupos en
este momento. Sin embargo 24 (p = 0,02), 48 (p = 0,005) hy 7 d (p = 0,006) después de MCAO los animales
tratados con anti-MAG mab (2,5 pg, 1, 24 y 72 h después de MCAQO) mostraron una puntuacién neuroldgica total
mejorada significativamente comparada con los tratados con IgG de control. Las puntuaciones neurolégicas medias
24,48 h'y 7 d después de MCAO en el grupo tratado con IgG+ eran 15, 14 y 18 respectivamente comparadas con
19,5, 21,5 y 22 en los animales tratados con anti-MAG mab. En un anélisis adicional de las conductas individuales
que comprendian la puntuacién total, esta mejora significativa se atribuy6é principalmente al comportamiento
mejorado en los siguientes ensayos: colocacion de la pata (24 h, p = 0,045; 48 h, p = 0,016; 7 d, p = 0,008), fuerza
de agarre (24 h, p = 0,049 48 h, p = 0,0495; 7 d, p = 0,243), motilidad (24 h, p = 0,199; 48 h, p = 0,012; 7 d, p =
0,067), barra horizontal (24 h, p = 0,065; 48 h, p = 0,005; 7 d, p = 0,016), plano inclinado (24 h, p = 0,006; 48 h, p =
0,006; 7 d, p = 0,169), alcance visual de la pata delantera (48 h, p = 0,049, 7 d, p = 0,049) y el grado de hacer
circulos (24 h, p=0,417; 48 h,p=0,034; 7 d, p = 0,183).

Caminar sobre la barra

Antes de la cirugia se adiestré a todos los animales para cruzar la barra (100 cm). Veinticuatro horas después de la
cirugia habia un empeoramiento significativo en la distancia caminada sobre la barra tanto en los animales tratados
con anti-MAG (50 + 18 cm) como en los animales tratados con IgG+ (22 £14 cm) comparada con los valores antes de
la operacion. Aunque no significativo, los animales tratados con anti-MAG mostraron una mejora marcada sobre los
animales tratados con IgG1 en que caminaron dos veces la distancia de los animales tratados con IgG1 24 h después
de tMCAO. Sin embargo, siete dias después de la cirugia, mientras los animales tratados con IgG permanecian
empeorados significativamente comparados con la linea de base (55 + 15 cm; p = 0,005). Sin embargo, en contraste
7 d después de MCAO, en los animales tratados con anti-MAG mab (2,5 ug 1, 24 y 72 h, i.c.v después de MCAO) el
comportamiento no era significativamente diferente de la linea de base (75 + 15 cm; p= 0,07). Estos datos muestran
que el tratamiento de anti-MAG mab aceleraba la recuperacién de esta tarea de caminar por la barra comparado con
los controles tratados con 1gG+ de raton.

Etiqueta pegadiza

Antes de la cirugia, los animales en cada uno de los grupos de tratamiento tocaban y retiraban rapidamente las
etiquetas de cada pata delantera, no habia diferencia significativa en los grupos antes del tratamiento (tabla 1).
Veinticuatro horas y 7 d después de MCAO la latencia a tocar la pata izquierda en cada uno de los grupos de
tratamiento permanecia relativamente inalterada, mientras que la de la pata derecha se habia incrementado
marcadamente. Sin embargo no habia diferencias significativas entre los tiempos de retirada en animales tratados
con anti-MAG e IgG. Ademas 24 h después de MCAO, la latencia a la retirada de tanto la pata delantera izquierda
como de la derecha se incrementaba significativamente en ambos grupos de tratamiento comparados con la linea de
base, sin embargo, en animales tratados con anti-MAG la latencia de la retirada de la pata izquierda era
significativamente mas corta que la de los animales tratados con IgG+ (p = 0,03). Existié6 también una tendencia a
reducir la latencia a la retirada de la pata derecha en los animales tratados con anti-MAG comparados con los
tratados con IgG+ (p = 0,08) (tabla 1). A los 7 d habia algun grado de recuperacién en los animales tratados con IgG+
porque la latencia a los tiempos de retirada para cada pata se reducian comparados con aquellos a las 24 h (tabla 1)
Estos datos sugieren que el tratamiento de ratas con anti-MAG mab acelera la recuperacion en este ensayo de
etiqueta pegadiza después de tMCAO.

15



10

15

20

ES 2440 652 T3

Tabla 1- datos de etiqueta pegadiza

Dia Tratamiento Tiempo de contacto (s) Tiempo de retirada (s)
(media £ eem) (media £ eem)
Pata Pata delantera | Para delantera | Para delantera
derecha izquierda derecha
delantera
izquierda
0 Anti-MAG 2,4+0,2 36105 12+2 12+2
0 19G1 3,3+0,6 42 +0,7 1011 9+1
1 Anti-MAG 59+3,7 109,6 + 27,5 *61+ 26 96 + 26
1 19G1 3,605 71,8+ 31,7 130 + 21 156 + 19
7 Anti-MAG 3,81 36,4 + 10,2 54 + 23 80 + 30
7 19G+ 28+0,3 64 + 28 23+8 87 +20

(*p = 0,03 Anti-MAG frente a IgG+ usando la prueba de logrank).

Mediciones del area de lesién

La administraciéon de anti-MAG mab i.c.v, redujo significativamente el area de lesion en dos de los tres niveles del
cerebro examinados comparada con los animales tratados con iguales cantidades de IgG1 de ratén cuando se
examinan 7 dias después de tMCAO (tabla 2).

Tabla 2

Area media de lesion + eem (mm®) 7d después de tMCAO

Tratamiento

0 mm wrt Bregma

-2 mm wrt Bregma

-6 mm wrt Bregma

Anti-MAG mab (n=8)

9+2

4 +3

3+ 1

IgG1 de raton (n=9)

14 +1

12+1

5+1

(*p = 0,02, °p = 0,03, "p = 0,06, anti-MAG frente a IgG+, Prueba de t de Student de una via, desapareada).

Estudio 2 — administracion intravenosa (i. v.)
Puntuacién neurolégica

Una y 24 horas después de MCAO los animales de ambos grupos mostraban empeoramiento marcado en la
puntuacién neuroldgica. No habia diferencia significativa entre grupos en este momento, las puntuaciones medias 24
h después de tratamiento con anti-MAG mab e IgG+ eran 20 y 18 respectivamente (p = 0,5). Cuarenta y ocho horas
después de MCAO, los animales tratados con anti-MAG mab (200 ug, i.v. 1 y 24 h después de MCAQO) mostraban
una mejora significativa en la disposiciéon de la pata (p = 0,048) y fuerza de agarre (p = 0,033). Siete dias después
del comienzo de la isquemia cerebral los animales tratados con anti-MAG mab continuaban mejorando (disposicién
de la pata p = 0,041; fuerza de agarre, p = 0,048; motilidad, p = 0,05) y mostraban una mejora significativa en la
puntuacién to)tal neuroldgica (puntuacion media 25 comparada con los tratados con IgG1 de ratén (puntuacion media
23, p = 0,047).

Mediciones del area de la lesién
Cuando se administra i.v. el anticuerpo anti-MAG MCAO reducia significativamente el &rea de la lesion en 5 de los 7

niveles de cerebro predeterminados (+3 a -8 mm w.r.t. Bregma) comparada con los controles de isotipo, cuando se
examinaron 7 d después de MCAO.

Nivel de cerebro Area media de lesion Area de lesion media
wrt Bregma EEM (mm?) + EEM (mm?)
Tratado con — Anti- MAG Tratado con — IgG+ de ratén
3 mm *0,38 £ 0,27 1,77 £ 0,45
1 mm *5,82 + 1,65 9,627 + 1,14
-1 mm 8,98 + 2,58 12,07 + 1,57
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-2 mm 7,28 +1,92 10,04 + 1,87
-4 mm *5,67 + 1,06 10,38 £1,39
-6 mm *1,36 £ 0,51 4,43 £ 1,95
-8 mm *0,27 £ 0,27 1,93 £ 0,56

* p< 0,05 — prueba de t de Student, desapareada de una via.

Conclusiones

Se administré un anticuerpo monoclonal anti-MAG bien directamente en el CSF o intravenosamente después de
oclusion transitoria de la arteria cerebral central en la rata, en ambos casos se reducia el area de muerte celular y
mejoraba la recuperacion funcional comparada con los animales tratados con control. El grado de neuroproteccion
visto en estos estudios sugiere que este efecto no se puede atribuir a la regeneraciéon axonal ya que esto no daria
como resultado una moderacion neuronal. La mejora en la recuperacion funcional vista en 24 y 48 h después de
MCAO probablemente refleja el grado de neuroproteccion ofrecido por este anticuerpo comparado con los animales
tratados con control. Sin embargo, con el tiempo los animales parecen mejorar posteriormente, sugiriendo que el
bloqueo de la actividad de MAG puede también potenciar la recuperacion funcional con el tiempo.

Los estudios presentados aqui evidencian que bloqueando las acciones de MAG se proporciona tanto
neuroproteccion como recuperacion funcional potenciada en un modelo de rata de apoplejia y por lo tanto los
anticuerpos anti-MAG proporcionan agentes terapéuticos funcionales para neuroproteccidon aguda y/o para la
promocién de recuperacion funcional que sigue a apoplejia. Las bajas cantidades de anticuerpo administradas por
via i. v. y los niveles bajos en suero del anticuerpo resultantes, a su vez sugeririan concentraciones extremadamente
bajas de anticuerpo en el cerebro debido a las restricciones de la barrera sangre - cerebro para la penetracion de
anticuerpo. Sin embargo, sorprendentemente, esto todavia proporciona tanto neuroproteccion como recuperacion
funcional potenciada que se observa. Los anticuerpos anti-MAG también tienen uso potencial en el tratamiento de
otros trastornos neuroldgicos donde la degeneracion de células y o fibras nerviosas es aparente tal como lesion de la
espina dorsal, lesiéon del cerebro traumatica, neuropatia periférica, enfermedad de Alzheimer, demencias fronto-
temporales (tauopatias), enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington y esclerosis multiple. En los ejemplos
que siguen las CDR (regiones determinantes complementarias) de anticuerpos quiméricos y humanizados descritos
es esta memoria descriptiva son las CDR del anticuerpo del ejemplo 1.

Ejemplo 2 — anticuerpo quimérico

Los anticuerpos alterados incluyen anticuerpos quiméricos que comprenden regiones variables que derivan de una
especie unidas a regiones constantes de otra especie. Los ejemplos de cadenas de inmunoglobulina de anti-MAG
quiméricas de ratén—ser humano de la invencién se proporcionan en las figuras 1, 2 y 3. Las quimeras de ratdn-ser
humano que utilizan las regiones constantes IgG1,IgG2, IgG3,IgG4, IgA, IgE, IgM, IgD humanas se pueden producir,
como muchas quimeras asociando las regiones variables de raton con regiones constantes de cadena pesada o
ligera de especies no humanas.

La figura 1 (SEC ID N.°: 27) proporciona la secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de inmunoglobulina
quimeérica en la que la regioén variable de cadena pesada de anti-MAG murina se asocia con una secuencia sefal de
secrecion de inmunoglobulina funcional y con una forma alterada de la region constante de IgG1 humana, en la que
los residuos Kabat 248 y 250 se han mutado a alanina con el fin de desactivar las funciones efectoras de unién a
FcyRI y proteina C1g complementaria (Duncan A. R. y Winter, G Localization of the C1q binding site on antibodies
by surface scanning. Nature 332, 738 - 740, 1988. Duncan A. R., Woolf, J. M., Partridge, L. J., Burton, D. R. y Winter,
G. Localisation of the binding site for human FcR1 on IgG. Nature 332, 563 - 564, 1988). Dichas mutaciones se
fabrican opcionalmente con el fin de personalizar las propiedades de un anticuerpo alterado logrando un efecto
tefrapéutico particular — por ejemplo unirse a y bloquear la funcién de un antigeno sin activar los mecanismos
efectores liticos.

La figura 2 (SEC ID N.°: 28) proporciona la secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de inmunoglobulina
quimeérica en la que la regién variable de de cadena ligera de anti-MAG murina se asocia con una secuencia sefial
de secrecion de inmunoglobulina funcional y con la regién constante kappa humana.

De manera similar, las regiones variables anti-MAG se pueden asociar con regiones constantes de inmunoglobulina
que carecen de mutaciones que incapaciten las funciones efectoras. La figura 3 (SEC ID N.°: 29) proporciona la
secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de inmunoglobulina quimérica en la que la region variable de la
cadena pesada de anti-MAG murina se asocia con una secuencia sefial de secrecion de inmunoglobulina funcional y
con una forma de tipo salvaje de la region constante de IgG1 humana.

A partir de la informacion proporcionada en las figuras 1 a 3, las inserciones de ADNc que codifican estas cadenas
quiméricas se pueden preparar mediante técnicas de biologia molecular estandar bien conocidas por los expertos en
la técnica. Brevemente, el cddigo genético se utiliza identificando codones de nucledtidos que codifican los
aminoacidos deseados, creando una secuencia de ADNc virtual que codifica la proteina quimérica. Si se desea que
el inserto de ADNc se exprese en un organismo particular, después se pueden seleccionar los codones favorecidos
en particular segun las desviaciones de uso del codén conocido. Después la secuencia de nucledtidos deseada se
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sintetiza mediante medios de amplificacion de PCR de un molde que comprende la superposicién de
oligonucledtidos sintéticos que, como un grupo de clones que representan las regiones de superposicion del
genoma, representan la secuencia deseada. El producto resultante se puede también modificar mediante PCR o
mutagénesis ligando los sitios de restriccion con el fin de facilitar la clonacién en un plasmido adecuado para
expresion o posteriores manipulaciones.

Ejemplo 3 —anticuerpo quimérico se une a MAG de rata en ELISA

Un anticuerpo quimérico anti — MAG que contiene las CDR de cadena pesada y ligera de la invenciéon se produjo
mediante transfeccion transitoria de células CHO. Para esto, se utilizé el reactivo de transfeccion Transfat (promgga;
E2431) y se llevaron a cabo las transfecciones segun las instrucciones de los fabricantes. Brevemente, ~10° de
células CHO se sembraron por pocillo de placas de cultivo de 6 pocillos. Al dia siguiente ADN de vector de expresion
de mamiferos que codifica la cadena pesada o ligera adecuada se mezcl6 en relacion 1:1 (ADN total 5 pg) en medio
(Optimem 1 con Glutamax; Gibco n.°: 51985 — 026). Se afiadio el reactivo de transfeccion Transfast y se transfirié la
solucion a pocillos con capas celulares confluentes. Después de 1 h a 37°C en el incubador de células, la mezcla
ADN/Transfast se cubrié con 2 ml de medio Optimem y se dejo durante 48 — 72 h en el incubador. Se recogieron los
sobrenadantes, se aclararon mediante centrifugacion y se pasaron a través de filtros de 0,2 um. La concentracion de
anticuerpo en el sobrenadante del cultivo de células CHO se determiné mediante ELISA y se estimé que estaba
alrededor de 0,5 pg/ml. Para uniéon a MAG, se utiliz6 MAG — Fc de rata comercialmente disponible. Debido a la
fusion con Fc de tipo humano anticuerpos quiméricos unidos no se podrian detectar usando anticuerpos secundarios
de IgG anti-humana. En cambio, se utilizd anticuerpo especifico de cadena ligera kappa anti-humano. La figura 4
muestra que este anticuerpo quimérico se une a MAG incluso a 1/64 de dilucion. Un anticuerpo de tipo humano no
relacionado y el sobrenadante del cultivo de las células transfectadas de forma fingida no generaron ninguna sefal
en este ensayo.

Procedimiento:

Placas de microtitulacion de ELISA (Nunc Maxisorp) se recubrieron con 1 pg/ml de proteina de fusion (R&D systems;
538-MG) en PBS a 4°C durante una noche. Se lavaron las placas dos veces con PBS y después se bloquearon con
PBS/BSA (1% p/v) durante 1 h a temperatura ambiente (TA). Los sobrenadantes del cultivo de las células CHO
transfectadas transitoriamente se pasaron a través de filtros de 0,2 um y se diluyeron en serie en PBS/BSA
comenzando con el sobrenadante limpio a 1/64 de dilucién. Las diluciones de las muestras se dejaron a TA durante
1 h. Después las placas se lavaron tres veces con PBS/Tween 20 (al 0,1% v/v). El anticuerpo de deteccion era
conjugado de peroxidasa especifico de cadena ligera de cabra anti-humano kappa (Sigma A — 7164) diluido a
1/2000 en PBS/BSA. El anticuerpo de deteccion se incubd durante 1 h a TA y se lavaron las placas como antes. Se
anadio la solucion de sustrato (Sigma Fast OPD P-9187) y se incubd hasta que se detectd el desarrollo de un color
adecuado y después se detuvo utilizando H,SO4 3 M. El desarrollo del color se leyé a 490 nm.

Ejemplo 4 — anticuerpos humanizados

Los anticuerpos alterados incluyen anticuerpos humanizados que comprenden regiones variables humanizadas
unidas a regiones constantes humanas. Los ejemplos de cadenas de inmunoglobulina anti — MAG humanizadas de
la invencion se proporcionan en la figura 5. Se pueden producir los anticuerpos humanizados que usan regiones
constantes IgG1, IgG2, 1IgG3, 1IgG4, IgA, IgE, IgM, IgD humanas.

La figura 5 (SEC ID N.° 30) proporciona un ejemplo de la secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de
inmunoglobulina humanizada en la que la region variable de la cadena pesada anti — MAG humanizada se asocia
con una secuencia sefial de secrecion de inmunoglobulina funcional y con una forma alterada de la regién constante
de IgG1 humana, en la que los residuos Kabat 248 y 250 se han mutado a alanina con el fin de desactivar las
funciones efectoras de unién a FcyRI y proteina C1q complementaria (Duncan A. R. y Winter, G Localization of the
C1q binding site on antibodies by surface scanning. Nature 332, 738 - 740, 1988. Duncan A. R., Woolf, J. M.,
Partridge, L. J., Burton, D. R. y Winter, G. Localisation of the binding site for human FcR1 on IgG. Nature 332, 563 -
564, 1988). Dichas mutaciones se realizan opcionalmente con el fin de personalizar las propiedades de un
anticuerpo alterado logrando un efecto terapéutico particular — por ejemplo uniéndose a y bloqueando la funcién de
un antigeno sin activar los mecanismos efectores liticos.

La figura 5 (SEC ID N.°: 31) también proporciona un ejemplo de la secuencia de aminoacidos de una cadena ligera
de inmunoglobulina humanizada en la que la region variable de la cadena ligera anti — MAG humanizada se asocia
con una secuencia sefial de secrecion de inmunoglobulina funcional y con la regién constante kappa humana.

De manera similar, las regiones variables anti — MAG se pueden asociar con regiones constantes de
inmunoglobulina que carecen de mutaciones desactivando las funciones del efector. La figura 5 (SEC ID N.°: 32)
proporciona la secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de inmunoglobulina humanizada en la que la
region variable de la cadena pesada anti — MAG humanizada se asocia con una secuencia sefial de secrecion de
inmunoglobulina funcional y con una forma de tipo salvaje de la regién constante de IgG1 humana.

A partir de la informacion proporcionada en la figura 5, las inserciones de ADNc que codifican estas cadenas
humanizadas se pueden preparar mediante técnicas de biologia molecular estdndar bien conocidas por los expertos
en la técnica. Brevemente, el cédigo genético se utiliza identificando codones de nucledtidos que codifican los
aminoacidos deseados, creando una secuencia de ADNc virtual que codifica la proteina. Si se desea que el inserto
de ADNc se exprese en un organismo particular, después se pueden seleccionar los codones favorecidos en
particular de acuerdo con las desviaciones de uso del coddn conocido. Después la secuencia de nucledétidos
deseada se sintetiza mediante medios de amplificacion de PCR de un molde que comprende la superposicion de
oligonucledtidos sintéticos que, como un grupo de clones que representan las regiones de superposicién del
genoma, representan la secuencia deseada. El producto resultante se puede también modificar mediante PCR o
mutagénesis ligando los sitios de restriccion con el fin de facilitar la clonacién en un plasmido adecuado para
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expresion o posteriores manipulaciones.
Ejemplo 5: anticuerpos anti — MAG humanizados unidos a MAG humano y de rata en ELISA

1) Elisa de unién directa a proteina de fusion MAG — Fc de rata de cantidades normalizadas de
sobrenadante de cultivo para 9 combinaciones de cadenas pesadas y ligeras humanizadas

Los anticuerpos anti — MAG humanizados que contienen las CDR de cadena ligera y pesada de la invencion se
produjeron mediante transfeccion transitoria de células CHO. Para esto, se utilizd el reactivo de transfeccion
(Promega; E2431) y las transfecciones se llevaron a cabo segun las instrucciones de los fabricantes. Brevemente,
~10° de células CHO se sembraron por pocillo de placas de cultivo de 6 pocillos. Al dia siguiente ADN de vector de
expresion de mamiferos que codifica la cadena pesada o ligera adecuada se mezcld en relacion 1:1 (ADN total 5 ug)
en medio (Optimem 1 con Glutamax; Gibco n.°: 51985 — 026). Se afiadi6 el reactivo de transfeccion Transfast y se
transfirié la solucién a pocillos con capas celulares confluentes. Después de 1 h a 37°C en el incubador de células, la
mezcla ADN/Transfast se cubrié con 2 ml de medio Optimem y se dejé durante 48 — 72 h en el incubador. Se
recogieron los sobrenadantes, se aclararon mediante centrifugacion y se pasaron a través de filtros de 0,2 ym. Se
produjeron 9 combinaciones de cadenas variables pesadas y ligeras de las secuencias mostradas en la tabla mas
adelante y las regiones constantes de cadenas pesadas de IgG1 eran funcionales segun la SEC ID.

SEC ID N.° (regiones-V) Descripcion Nombre alternativo
13 Vh humanizada BVh1
14 Vh humanizada BVh2
15 Vh humanizada BVh3
16 VI humanizada CVI1
17 VI humanizada CVI2
18 VI humanizada CVI3
19 VI humanizada CVi4

La concentracion de anticuerpos se determind mediante ELISA y las cantidades de sobrenadante usadas en el
ensayo se normalizaron hasta una concentracion de partida de 250 o 500 ng/ml (dependiendo de la concentracion
del sobrenadante del cultivo). Como antigeno, se utiliz6 MAG-Fc de rata comercialmente disponible (R&D Systems;
538-MG). Debido a la fusion de este antigeno con Fc humano, anticuerpos quiméricos unidos no se podrian detectar
usando anticuerpos secundarios generales de IgG anti — humanos. En cambio, se utilizé anticuerpo especifico de
cadena ligera kappa anti- humano. La figura 6 muestra que todos los 9 anticuerpos humanizados examinados en
esta memoria descriptiva se unieron a MAG de rata con curvas de unién similares hasta ~ 4 ng/ml. El anticuerpo
quimérico utilizado como referencia mostraba caracteristicas de uniéon que caian dentro del grupo de anticuerpos
humanizados examinados aqui. Aunque no es absoluto, esto puede sugerir que las afinidades de los anticuerpos
humanizados examinados en esta memoria descriptiva se ubican muy cerca en el rango de afinidad del anticuerpo
quimérico no humanizado usado como una referencia aqui.

Procedimiento

Placas de 96 pocillos Nunc Maxisorp se recubrieron durante una noche a 4°C con proteina de fusion MAG - Fc de
rata (1 ug/ml; R&D Systems; N° de cat.: 538-MG) en PBS. Se lavaron las placas dos veces con PBS que contenia
Tween 20 (al 0,1% v/v; PBST) y se bloquearon con PBS que contenia BSA (al 1% p/v) durante 1 hora a temperatura
ambiente (TA). Cantidades variables de sobrenadantes de cultivo se diluyeron en serie en tampoén de bloqueo y se
afadieron a los pocillos bloqueados comenzando a aproximadamente 500 o 250 ng/ml. Las concentraciones de
anticuerpos de los sobrenadantes se basaban en ensayos independientes midiendo la cantidad de anticuerpo
humanizado presente en cada sobrenadante de cultivo. También se incluyé como referencia el anticuerpo de ratén —
humano quimérico (no humanizado).Se incubaron las muestras de anticuerpo 1 h a TA y después se lavaron las
placas tres veces con PBST. Un anticuerpo secundario (conjugado de peroxidasa especifico de cadena ligera de
cabra anti-humano; Sigma A-7164) se afiadio y se diluyé 1/5000 en tampén de bloqueo y se incub6 durante 1 h a
TA. Se lavaron los pocillos tres veces como antes y se detectd la union mediante la adicién de sustrato.
(Comprimidos de OPD disueltos segun las instrucciones; Sigma P-9187). Se control6 el desarrollo de color y se
detuvo la reaccién utilizando H.SO4 3 M. El desarrollo de color se ley6é a 490 nm.

2) ELISA de unién directa a proteina de fusion MAG — Fc de rata de dos combinaciones de cadena
pesada - ligera de anticuerpos anti — MAG humanizados purificados

Dos anticuerpos humanizados que consistian en combinaciones BVh1/CVI1 y BVh3/CVI3 de la region variable de
cadenas pesada y ligera (tabla figura 5) y una regién constante mutada de IgG1 como se ejemplifica en la SEC ID
N.°: 30 (que es IgG1 mutado BVh1/CVI1, los expertos en la técnica pueden faciimente derivar la secuencia para el
equivalente BVh3/CVI3) se produjeron mediante una version en subida de la trasfeccién transitoria descrita en el
ejemplo 3 y se purificaron usando cromatografia de afinidad de proteina A. El material del anticuerpo purificado se
dializé contra PBS y se determiné la concentracion mediante lectura a D.O. 280. Las concentraciones de anticuerpos
se ajustaron hasta 5000 ng/ml y se usaron como diluciones en serie en un ELISA de uniéon a MAG - Fc de rata. La
figura 7 muestra que el material de anticuerpo purificado se une a MAG — Fc de rata y que ambas combinaciones de

19




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2440 652 T3

la regidn variable de cadenas pesadas y ligeras ensayadas aqui son extremadamente similares.
Procedimiento

Placas de 96 pocillos Nunc Maxisorp se recubrieron durante una noche a 4°C con proteina de fusion MAG- Fc de
rata (2,5 pg/ml; R&D Systems; N.° de cat.: 538-MG) en PBS. Se lavaron las placas dos veces con PBS que contenia
Tween 20 (al 0,1% v/v; PBST) y se bloquearon con PBS que contenia BSA (al 1% p/v) durante 1 hora a temperatura
ambiente (TA). Se ajustd el anticuerpo humanizado purificado hasta una concentracién de partida de 5 ug/ml en
tampon de bloqueo y después se diluyd en serie. Se incubaron las muestras de anticuerpo 1 h a TA y se lavaron las
placas tres veces con PBST. Un anticuerpo secundario (conjugado de peroxidasa especifico de cadena ligera de
cabra anti-humano; Sigma A-7164) se afiadid, se diluy6é 1/5000 en tampdn de bloqueo y se incubé durante 1 h a TA.
Se lavaron los pocillos tres veces como antes y se detectd la unién mediante la adicidén de sustrato (comprimidos de
OPD disueltos segun las instrucciones; Sigma P-9187). Se control6 el desarrollo de color y se detuvo la reacciéon
utilizando H2SO4 3 M. El desarrollo de color se ley6 a 490 nm.

Resultados

Ambos anticuerpos purificados humanizados que llevan ninguna o varias mutaciones de estructura muestran union
extremadamente similar a MAG de rata. Los resultados se ven en la figura 7.

3) Unién a MAG humano expresado en células CHO de cantidades normalizadas de sobrenadante de
cultivo para dos combinaciones de cadenas pesadas y ligeras humanizadas

Las mismas combinaciones de cadenas pesadas y ligeras variables humanizadas descritas en el ejemplo 5 2) se
ensayaron como sobrenadantes de cultivos aclarados contra MAG humano expresado en la superficie de las células
CHO. La cantidad de sobrenadante de -cultivo utilizada para cada anticuerpo se normalizd en base a
concentraciones de anticuerpo determinadas por ELISA. Para esto, placas de 96 pocillos (Nunc Maxisorp) se
recubrieron durante una noche a 4°C con cadena de IgG (gamma) de cabra anti-humano (sigma | — 3382; en tampon
de bicarbonato pH 9,6; (2 ug/ml) El dia siguiente se lavaron las placas dos veces con tampén de lavado (PBST) y se
bloquearon mediante la adiciéon de al menos 75 pl de tampé6n de bloqueo (PBS que contenia BSA al 1% p/v) durante
1 h a TA. La solucién de la muestra de anticuerpos se diluyé en serie en tampdn de bloqueo (dilucién de partida pura
o de '2) por duplicado. El anticuerpo estandar era un anticuerpo IgG1 humanizado purificado de una especificidad no
relacionada y concentracion conocida. La dilucion estandar también se diluyd en serie a través de placa
comenzando a 500 ng/ml. Se incubaron todas las soluciones de anticuerpo 1 h a TA. Se lavaron las placas tres
veces como antes y después se incubaron con conjugado de peroxidasa especifico (libre y unido) de cadena ligera
(kappa) cabra anti-humano; (Sigma A-7164) a 1/5000 en tampén de bloqueo durante 1 h a TA. Se lavaron las placas
tres veces como antes y se incubaron con solucién de sustrato (Comprimidos de OPD; Sigma P-9187 hasta
desarrollo de un color fuerte). El desarrollo de color se detuvo mediante la adicion de 25 pl de HSO4 3 M y se leyo la
placa a 490 nm.

La figura 8 muestra que ambos anticuerpos ensayados aqui reconocen MAG humano y son muy similares en sus
caracteristicas de union. CHO/- son controles negativos de células CHO sin MAG expresado.

Procedimiento para ELISA a base de células Eu

Se llenaron placas de 96 pocillos (Costar 3595) con 100 ul de suspension celular/pocillo (véase la tabla mas
adelante para el numero de células recomendado realizando el ensayo los dias 1, 2, 3 0 4).

Dia Numero de células/ml
1 3 x 105
2 1x 105
3 5x 104
4 1x 104

Se retird el medio de cultivo y se bloquearon las placas con DMEM/F12 (Sigma D6421) que contenia FCS (al 10%),
BSA (al 1%), NaN3 (al 1%; tampdn de bloqueo) durante 1 hora a TA. Después se retird la solucion de bloqueo y se
afnadio la muestra (en tampdn de bloqueo 50 pl/pocillo). Se incubaron las muestras a 4°C durante 1 h. Después las
placas se lavaron 3 veces con PBS usando un lavador de placas Skatron. Después de lavar, las células se fijaron
con paraformaldehido al 0,5% (diluido en PBS) durante 20 minutos a 4°C y se volvio a lavar como antes. Se
afadieron 50ul/pocillo de anticuerpo secundario conjugado a Europio diluido en tampdn Europio (Tris base 50 mM,
NaCl 150 mM, BSA al 0,5%, 0,1g/l de Tween 20, 7,86 mg/l de DTPA a pH 7,3) y se incubaron durante 1 h a 4°C. Se
lavaron las placas como antes y se afiadieron 200 pl de solucion potenciadora Delphia/pocillo. Se incubé la solucion
a TA durante 5 — 10 minutos. Los pocilos se volvieron rojos en 24 horas sobre un Victor.

4) Elisa de competicion para union a proteina de fusion MAG - Fc de rata de dos anticuerpos
humanizados purificados y el anticuerpo monoclonal de ratén no humanizado

Procedimiento
Placas de 96 pocillos Nunc Maxisorp se recubrieron durante una noche a 4°C con proteina de fusion MAG - Fc de

rata (2,5 ng/ml; R&D Systems; N.° de cat.: 538-MG) en PBS. Se lavaron las placas dos veces con PBS que contenia
Tween 20 (al 0,1% v/v; PBST) y se bloquearon con PBS que contenia BSA (al 1% p/v) durante 1 hora a temperatura
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ambiente (TA). El anticuerpo humanizado purificado se ajusté hasta una concentracién de 200 ng/ml y se mezclé en
igual volumen con moléculas de competidor elaboradas en tampoén de bloqueo variando de 6000 a 0 ng/ml. Los
competidores eran bien anticuerpo monoclonal de ratén parental (anti-MAG) o bien un anticuerpo monoclonal de
ratén no relacionado (INN1) a las mismas concentraciones (BVh1/CVI1 solamente). Se incubaron las soluciones de
anticuerpo/competidor 1 hora a TA y después las placas se lavaron 3 veces con PBST. Un anticuerpo secundario
(conjugado de peroxidasa especifico de cadena ligera de cabra anti-humano; Sigma A-7164) se anadio, se diluyo
1/5000 en tampon de bloqueo y se incubd durante 1 h a TA. Se lavaron los pocillos tres veces como antes y se
detectd la unidon mediante la adicion de sustrato. (Comprimidos de OPD disueltos segun las instrucciones; Sigma P-
9187). El desarrollo de color se midié a 490 nm.

Resultados

Ambas preparaciones de anticuerpos purificados competen igualmente por el anticuerpo monoclonal original de
ratdon pero no por un anticuerpo monoclonal de ratén que tiene una especificidad no relacionada — véase la figura 9.
Esto muestra que el anticuerpo monoclonal de ratén original y los anticuerpos humanizados ensayados en esta
menéoria descriptiva reconocen probablemente el mismo epitopo y posiblemente tienen afinidades muy similares a
MAG de rata.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo anti-MAG humanizado que une y neutraliza MAG que comprende,

un dominio variable de cadena pesada seleccionado del grupo que consiste en SEC ID N.°: 13, SEC ID N.°: 14 y
SEC ID N.°: 15 y un dominio variable de cadena ligera seleccionado del grupo que consiste en SEC ID N.°: 16, SEC
ID N.°: 17, SEC ID N.°: 18 y SEC ID N.°: 19.

2. Un anticuerpo anti-MAG humanizado de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente una parte
constante o fragmento de la misma de una cadena ligera humana y una parte constante o fragmento de la misma de
una cadena pesada humana.

3. Un anticuerpo anti-MAG humanizado de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, en el que el dominio
variable de la cadena pesada es SEC ID N.°: 13.

4. Un anti-MAG humanizado de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que el dominio variable de
la cadena pesada es SEC ID N.°: 14.

5. Un anti-MAG humanizado de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el dominio variable de
la cadena pesada es SEC ID N.°: 15.

6. Un anti-MAG humanizado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5 en el que el dominio
variable de la cadena ligera es SEC ID N.°: 16.

7. Un anti-MAG humanizado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5 en el que el dominio
variable de la cadena ligera es SEC ID N.°: 17.

8. Un anti-MAG humanizado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5 en el que el dominio
variable de la cadena ligera es SEC ID N.°: 18.

9. Un anti-MAG humanizado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5 en el que el dominio
variable de la cadena ligera es SEC ID N.°: 19.

10. Un anticuerpo anti-MAG humanizado de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el dominio variable de la
cadena pesada es SEC ID N.°: 13 y el dominio variable de la cadena ligera es SEC ID N.°: 16.

11. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo anti-MAG humanizado segun se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende adicionalmente un diluyente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

12. Un anticuerpo anti-MAG humanizado segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para usar en
el tratamiento o profilaxis de apoplejia.

13. Un anticuerpo anti-MAG humanizado para su uso de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que el anticuerpo se
administra intravenosamente.

14. Un polinucledtido que codifica el anticuerpo segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

15. Una célula huésped cotransfectada con los vectores primero y segundo que codifican las cadenas pesada y
ligera respectivamente de un anticuerpo segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

16. Una célula huésped transfectada con un vector que codifica las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo segun
se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.

17. Un procedimiento de producciéon de un anticuerpo segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a

10, que comprende la etapa de cultivar una célula huésped segun se define en la reivindicacion 15 o en la
reivindicacion 16 y de recuperar el anticuerpo asi producido.
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Figura 1

MGWSCIILFLVATATGVHSEIQLVQSGPELKKPGETNKISCKASGYTFTNYGMNWVKQAPGKGLKW
MGWINTYTGEPTYADDFTGRFAFSLETSASTAYLQISNLKNEDTATYFCARNPINYYGINYEGYVM
DYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTF
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAG
APSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK

Figura 2

MGWSCIILFLVATATGVHSNIMMTQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPG
QSPKLLIYWASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTIINVHTEDLAVYYCHQYLSSLTFGTGTKLEIKR
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Figura 3

MGWSCIILFLVATATGVHSEIQLVQSGPELKKPGETNKISCKASGYTFTNYGMNWVKQAPGKGLKW
MGWINTYTGEPTYADDFTGRFAFSLETSASTAYLQISNLKNEDTATYFCARNPINYYGINYEGYVM
DYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTF
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK
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Figura 4

Union de quimera anti-MAG a MAG de rata
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Figura 5

SEC ID N.°: 30

MGWSCIILFLVATATGVHSQVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYT
GEPTYADDFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCARNPINYYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELAGAPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEC ID N.°: 31

MGWSCIILFLVATATGVHSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSHSVLYSSNQKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWAS
TRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCHQYLSSLTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTAS
VVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC

SEC ID N.°: 32

MGWSCIILFLVATATGVHSQVQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLEWMGWINTYT
GEPTYADDFTGRFVFSLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVYYCARNPINYYGINYEGYVMDYWGQGTLVTVSSASTKGP
SVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYIC
NVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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D.O. 490

Union de MAG con cantidades normalizadas de sobrenadante
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ES 2440 652 T3

Material de anticuerpo purificado a concentraciones determinadas por D.O. 280

Figura 7
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ES 2440 652 T3

Figura 8
180000
160000 —e—BVh1/CVI1 CHO/hMAG
140000 1~ ¥ —=—BVh1/CVI1 CHO/-
—&— BVh3/CVI3 CHO/hMAG
120000 I \ BVh3/CVI3 CHO/-

100000 | \ \
80000 R

x \\
=~ 60000 -

" N
40000 :\\

20000 T
o - — e — #—
0,5 15 0,0

0 ,05 0,015 0,005 0

Concentracion de anticuerpo (pg/ml)

28



Figura 9

ELISA de competicion para unién a proteina de fusion MAG-Fc de dos anticuerpos humanizados purificados

ES 2440 652 T3

y el anticuerpo monoclonal de ratén no humanizado
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