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RESUMO

"FAB DE BETA-AMILOIDE PEGUILADO"

E descrito um método para tratar condicdes asso-
ciadas a actividade do péptido Ass tanto profilacticamente
como terapeuticamente. O método emprega fragmentos de
anticorpo humano que se ligam especificamente ao péptido
Ass humano entre as posicdes de aminodcidos 13-28, em que
os fragmentos de anticorpo sdo covalentemente ligados a uma

molécula de polietilenoglicol (PEG).
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DESCRICAO

"FAB DE BETA-AMILOIDE PEGUILADO"

O presente invento refere-se a um fragmento de
anticorpo que se liga ao péptido beta-amildide (AB) e é
covalentemente ligado a uma ou mais moléculas de polietile-

noglicol (PEG).

O péptido AP na forma em circulacdo é composto
por 39-43 aminoédcidos (principalmente 40 ou 42 aminoéacidos)
resultantes da clivagem de uma proteina precursora, a
proteina precursora de amildide (APP). A conversdo de AP de
formas soltiveis em insolGveis com elevado teor de folha B e
a sua deposicdo como placas neuriticas e cerebrovasculares
no cérebro parecem estar associadas a varias condicdes e
doencas, incluindo a doenca de Alzheimer, a sindroma de
Down e a angiopatia amildéide cerebral (CAA). A prevencdao
e/ou reversdo da deposicdo de AP pode tratar condicdes

associadas ao péptido AP.

Agentes terapéuticos que afectam a deposicdo de
AP incluem anticorpos para o péptido AP, tais como os
anticorpos humanizados e fragmentos discutidos em WO
2001/62801, WO 2004/071408 e Tamura, Y., et al., Neurobiol.

of Dis. (2005) 20: 541-545.
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US 2006/257396A divulga anticorpos humanizados
que sdo especificos para beta-amiléide humano (AB) e
descreve a PEGuilacdo destes anticorpos ou fragmentos para

prolongar a sua vida.

WO 2004/071408 ensina variantes humanizadas do
anticorpo monoclonal de murideo 266 para o tratamento da

doenca de Alzheimer.

Chapman, Andrew P: "PEGylated antibodies and
antibody  fragment for improved therapy: A review",
200200617, wvol. 54, no. 54, no. 4, 17 de Junho de 2002
(2002-06-17), paginas 531-545, XP001199533, descreve o0s

beneficios da PEGuilacdo de anticorpos.

WO 2006/040153A divulga nanocorpos que se ligam a
AP e estes podem ser PEGuilados através da ligacdo de uma

molécula de PEG a cadeia pesada.

Embora muitos anticorpos e seus derivados possam
ser Uteis em diagndstico e terapia, a farmacocinética ideal
dos anticorpos ndo ¢é frequentemente alcancada durante uma
aplicacdo particular. Anticorpos terapéuticos dque visam
combater varias condic¢des e doencas associadas ao péptido
AP sdo geralmente imunoglobulinas com regides Fc intactas.
As regides Fc sdo responséaveis por prolongar a semivida dos
anticorpos no plasma. Este prolongamento pode, no entanto,
ser uma desvantagem uma vez que evita que o anticorpo que

estd ligado ao péptido alvo seja eficazmente eliminado,
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resultando no complexo antigénio-anticorpo estar presente
em circulacdo no plasma durante longos periodos de tempo. A
administracdo subsequente do anticorpo conduz a uma maior
acumulacédo do complexo indesejado no plasma. A porcdo Fc de
um anticorpo pode ter certas funcgdes efectoras indesejadas
e pode precisar de ser modificada para eliminar essas
funcdes. Além disso, a porgcdo Fc acrescenta tamanho
substancial ao produto terapéutico global o gque muitas
vezes cria problemas associados a via de distribuicdo, a
dispositivos de distribuicdo e a processos de aumento da

escala de fabrico.

Fragmentos de anticorpo, sem uma porcao Fc,
incluindo Fab, foram estudados in vivo para determinar se
tais fragmentos podem ser potenciais terapéuticos. Estudos
sugerem, no entanto, que a utilidade de terapias envolvendo
fragmentos tais como Fab é limitada devido a uma velocidade
de depuracdo rapida e uma semivida curta. Portanto, existe
a necessidade de uma molécula terapéutica activa de
anticorpo anti-péptido Af com uma farmacocinética e
farmacodindmica que permitam um regime de dosagem melhorado
ao mesmo tempo que evitam potenciais efeitos secundarios
que possam ser criados pela formacdo do complexo no plasma

e potenciais funcgdes efectoras.

O presente invento ultrapassa varios problemas
associados a anticorpos ou fragmentos de anticorpo
terapéuticos que podem ser direccionados para o péptido APB.

Os compostos do presente invento englobam um fragmento de
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anticorpo que se liga a AB e se liga covalentemente a uma
ou mais moléculas de polietilenoglicol (PEG) . Estes
compostos podem ser produzidos em sistemas de células
bacterianas ou de levedura gque eliminam vArias questdes
associadas a producdo de anticorpos em linhas celulares de
mamifero, tais como questdes de custo, questdes de
purificacdo, e qgquestdes de antigénios contaminantes produ-
zidos endogenamente. Além disso, os compostos do presente
invento podem ser administrados por via subcuténea e tém um
perfil ideal de farmacocinética (FC) e farmacodindmica
(FD), conservando simultaneamente a afinidade e selec-

tividade do fragmento de anticorpo para Af.

De forma bastante imprevisivel e inesperada, oS
requerentes verificaram também gque a ligacdo covalente de
moléculas de PEG a regido determinante de complementaridade
(CDR) do fragmento de anticorpo ndo alterou a actividade,

afinidade ou selectividade do fragmento de anticorpo para

AB.

Este invento proporciona uma molécula compre-
endendo um fragmento de anticorpo que se liga especi-
ficamente ao péptido AP humano entre as posicdes de amino-
dcidos 13-28, em que o fragmento de anticorpo estd ligado

covalentemente a uma molécula de PEG.

De acordo com o presente invento, é proporcionada
uma molécula compreendendo um fragmento de anticorpo Fab

que se liga especificamente ao péptido AP humano entre as
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posicdes de aminodcidos 13 a 28, em que o fragmento de
anticorpo compreende uma regido varidvel de cadeia leve de
SEQ ID NO: 1 e uma regido variadvel de cadeia pesada de SEQ
ID NO: 2, e em que o referido fragmento de anticorpo Fab
estd covalentemente ligado a uma molécula de polietileno-
glicol de 20 kDa na cisteina no aminoacido 56 de SEQ ID NO:
2. De preferéncia, a molécula de polietilenoglicol esté

ligada através de uma ligacgdo maleimida.

De acordo com outro aspecto do presente invento,
é proporcionada uma molécula de acordo com o presente
invento para utilizagdo como medicamento. De preferéncia, a
molécula é para utilizacdo no tratamento ou na prevencdo de

uma condicdo associada a actividade do péptido AP.

De maior preferéncia, a molécula de acordo com o
presente invento ¢é para utilizacdo no tratamento ou na
prevencdo de uma condicdo seleccionada a partir de doenca
de Alzheimer, sindroma de Down e angiopatia amildide

cerebral (CARA).

Ainda de maior preferéncia, a molécula de acordo
com o presente invento é para utilizacdo no tratamento ou

na prevencdo de doenca de Alzheimer pré-clinica.

Alternativamente, a molécula de acordo com ©
presente invento ¢ para utilizacdo no tratamento ou na

prevencdo de doenca de Alzheimer clinica.
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De acordo com um outro aspecto do presente
invento, ¢é proporcionada uma composicdo compreendendo a
molécula do presente invento. De preferéncia, a composicédo
compreende um suporte farmaceuticamente aceitédvel e ¢é

adequada para administracdo subcuténea.

Numa concretizacdo, a divulgacdo proporciona uma
molécula compreendendo um fragmento de anticorpo gue possui
uma regido variavel de cadeia pesada e uma regido variavel
de cadeia leve, em que uma regido varidvel de cadeia leve
compreende regides CDR com as seguintes sequéncias de
aminoacidos: CDRL1: SSSQSLIYSDGNAYLH (SEQ ID NO: 6), CDRL2:
KVSNRFS (SEQ ID NO: 7) e CDRL3: TQSTHSPWT (SEQ ID NO: 8) e
em que a regido variadvel de cadeia pesada compreende
regides CDR com as seguintes sequéncias de aminodcidos:
CDRH1: GYTFSRYSMS (SEQ ID NO: 9), CDRHZ: QINIRGCNTYYPDTVKG
(SEQ ID NO: 10) ou QINIRGNNTYYPDTVKG (SEQ ID NO: 11), e
CDRH3: GDF (SEQ 1ID NO: 12). De preferéncia, uma tal
molécula tem uma molécula de PEG que estd covalentemente
ligada a regido variavel de cadeia pesada ou a regido
variavel de cadeia leve do fragmento de anticorpo. De maior
preferéncia, uma tal molécula possul uma molécula de PEG
que estd covalentemente ligada a uma CDR. Ainda de maior
preferéncia, uma tal molécula possui uma molécula de PEG
que estd covalentemente ligada a um residuo de cisteina
dentro da CDR. De maior preferéncia, uma tal molécula
possui uma molécula de PEG que estd covalentemente ligada a
uma CDRHZ: QINIRGCNTYYPDTVKG (SEQ ID NO: 10) da regido

variavel de cadeia pesada do fragmento de anticorpo.
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Noutra concretizacédo, a divulgagdo proporciona
uma molécula compreendendo um fragmento de anticorpo que
possui uma regido varidvel de cadeia leve de SEQ ID NO: 1,
e uma regido variédvel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 2. De
preferéncia, uma tal molécula possul uma molécula de PEG
que estd covalentemente ligada a regido varidvel de cadeia
pesada ou a regido variadvel de cadeia leve do fragmento de
anticorpo. De maior preferéncia, uma tal molécula possuil
uma molécula de PEG que estd covalentemente ligada a uma
CDR de uma regido variavel de cadeia pesada do fragmento de
anticorpo. Ainda de maior preferéncia, uma tal molécula
possui uma molécula de PEG que estéd covalentemente ligada a
um residuo de cisteina dentro da CDR de uma regido variéavel
de cadeia pesada do fragmento de anticorpo. De maior
preferéncia, uma tal molécula possui uma molécula de PEG
que estd covalentemente ligada a cisteina na posicdo de
aminodcido 56 da regido varidvel de cadeia pesada de SEQ ID

NO: 2.

Noutra concretizacgdo, a divulgagdo proporciona
uma molécula compreendendo um fragmento Fab ou um fragmento
ScFv, em que o fragmento Fab ou fragmento ScFv esté
covalentemente ligado a uma molécula de PEG e possui uma
regido variadvel de cadeia leve de SEQ ID NO: 1, e uma
regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 2. De
preferéncia, uma tal molécula possui uma molécula de PEG
que estd covalentemente ligada a cisteina na posicdo de

aminoacido 56 da regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID
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NO: 2. Também de preferéncia, numa tal molécula o peso
molecular do PEG é de cerca de 0,5 kDa a cerca de 30 kDa,

de maior preferéncia 20 kDa.

Noutra concretizacgédo, a divulgagédo proporciona
uma molécula compreendendo um fragmento de anticorpo com
uma regido varidvel de cadeia leve de SEQ ID NO: 1 e uma
regido varidvel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 2, em gque ©O
referido fragmento de anticorpo esta covalentemente ligado
a uma molécula de PEG de 20 kDa na posicdo 56 da regiédo
variavel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 2. De preferéncia,
numa tal molécula a molécula de PEG estda ligada

covalentemente através de uma ligacdo maleimida.

Noutra concretizacgédo, a divulgagdo proporciona
uma molécula compreendendo um fragmento de anticorpo que se
liga especificamente ao péptido AP humano entre as posicdes
de aminodcidos 13-28, em que o fragmento de anticorpo estéa
covalentemente ligado a uma molécula de PEG e possui uma
regido variadvel de cadeia leve de SEQ ID NO: 1, e uma
regido variadvel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 3. De
preferéncia, uma tal molécula possul uma molécula de PEG
que estd covalentemente ligada a regido charneira do
fragmento de anticorpo. De maior preferéncia, o PEG esta
covalentemente ligado a regido charneira através de uma

ligacdo maleimida.

A divulgacdo inclui também uma molécula compre-

endendo fragmentos de anticorpos, de preferéncia fragmentos
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de anticorpo humanizados em que a molécula de PEG estéa
covalentemente ligada ao fragmento de anticorpo que resulta
numa molécula terapéutica activa com farmacocinética e
farmacodinémica que permite um regime de dosagem semanal,
minimizando simultaneamente potenciais efeitos secundarios
que possam ser criados pela formacdo do complexo no plasma
e conservando ou melhorando a actividade, afinidade e

selectividade do fragmento de anticorpo para APB.

A divulgacédo inclui também métodos de tratamento,
prevencdo, ou reversido de condicdes e doencas associadas ao
péptido AP, incluindo tanto doenca de Alzheimer pré-clinica
como clinica, sindroma de Down, e angiopatia amildide
cerebral pré-clinica e <clinica (CAA). Estes métodos
compreendem a administracdo a um sujeito de uma quantidade

eficaz de uma molécula aqui descrita e reivindicada.

Esta divulgacédo proporciona uma molécula compre-
endendo um fragmento de anticorpo que se liga especifi-
camente ao péptido AP entre as posicdes de aminoédcidos 13-
28, em que o fragmento de anticorpo estd covalentemente
ligado a uma molécula de PEG. Verificamos que a ligacédo
covalente da molécula de PEG a um fragmento de anticorpo
que se liga a AP ndo alterou negativamente a actividade,
afinidade ou selectividade do fragmento de anticorpo para
AP. Mais surpreendentemente, verificdmos que a ligacédo
covalente da molécula de PEG possuindo um peso molecular de
até 20 kDa a uma CDR de um fragmento de anticorpo que se

liga a AP também ndo alterou negativamente a actividade,



PE2121754 - 10 -

afinidade ou selectividade do fragmento de anticorpo para o
péptido APf. Estes fragmentos de anticorpo podem ser
administrados subcutaneamente e tém um perfil de FC/FD
melhorado para utilizacdo terapéutica, suportando um regime
de dosagem flexivel. Além disso, estes fragmentos de
anticorpo podem ser produzidos em sistemas de células
bacterianas ou de levedura dque eliminam varias questdes
associadas a producdo de anticorpos inteiros em células de
mamifero. Os fragmentos de anticorpo peguilados deste
invento oferecem a oportunidade de prevenir e tratar, tanto
profilacticamente como terapeuticamente, condicdes em

humanos associadas ao péptido AB.

Um anticorpo inteiro tal como existe naturalmente
¢ uma molécula de imunoglobulina constituida por quatro
cadeias peptidicas, duas cadeias pesadas (H) (cerca de 50-
70 kDa gquando inteiras) e duas cadeias leves (L) (cerca de
25 kDa quando inteiras) interligadas através de ligacdes
dissulfureto. A porcdo amino-terminal de cada cadeia inclui
uma regido variédvel de cerca de 100-110 ou mais aminoacidos
principalmente responsaveis pelo reconhecimento do
antigénio. A porcdo carboxi-terminal de cada cadeia define
uma regido constante principalmente responséavel pela funcéo

efectora.

As cadeias leves sdo classificadas como capa ou
lambda e caracterizadas por uma regido constante espe-
cifica. Cada cadeia leve ¢é constituida por uma regido

variavel de cadeia leve N-terminal (aqui "LCVR") e uma
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regido constante de cadeia leve constituida por um dominio,
CL. As cadeias pesadas sédo classificadas como gama, mu,
alfa, delta, ou épsilon, e definem o isotipo do anticorpo
como IgG, IgM, IgA, IgD, e IgE, respectivamente, e varios
destes podem ser ainda divididos em subclasses (isotipos),
e.g., I1g9gGi, IgGz, 1IgGz, IgGs, IgA:1 e IgA,. Cada tipo de
cadeia pesada ¢é caracterizado por uma regido constante
particular. Cada cadeia pesada é constituida por uma regido
variavel de cadeia pesada N-terminal (aqui "HCVR") e uma
regido constante de cadeia pesada. A regido constante de
cadeia pesada é constituida por trés dominios (CH1, CH2, e
CH3) para IgG, IgD, e IgA; e 4 dominios (CH1, CH2, CH3, e

CH4) para IgM e IgE.

As regides HCVR e LCVR podem ainda ser
subdivididas em regides de hipervariabilidade, designadas
regides determinantes de complementaridade ("CDR"),
intercaladas com regides que sdo mais conservadas,
designadas por regides estruturais ("FR"). Cada HCVR e LCVR
é& composta por trés CDR e quatro FR, dispostas do terminal
amino para o terminal carboxilo na seguinte ordem: FRI1,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Aqui, as 3 CDR da cadeia
pesada sdo referidas como "CDRH1, CDRH2, e CDRH3" e as 3
CDR da cadeia leve sdo referidas como "CDRL1, CDRLZ2 e
CDRL3". As CDR contém a maioria dos residuos que formam
interaccdes egpecificas com o antigénio. A numeracdo e o
posicionamento dos residuos de aminodcidos das CDR dentro
das regides HCVR e LCVR estd de acordo com a bem conhecida

convencdo de numeracadao de Kabat.



PE2121754 - 12 -

A regido variadvel de cada par de cadeias leve-
pesada forma um local de ligacdo ao antigénio do anticorpo.
Tal como aqui utilizado, a "porcdo de ligacdo ao antigénio"
ou "regido de ligacdo ao antigénio" ou "dominio de ligacédo
ao antigénio" ou "local de ligacdo ao antigénio" refere-se
alternadamente a porcdo de uma molécula de anticorpo que
contém os residuos de aminodcidos qgue interagem com um
antigénio e conferem ao anticorpo a sua especificidade e
afinidade para o antigénio. Esta porcdo do anticorpo inclui
0s residuos de aminoacidos "estruturais" necessdrios para
manter a conformacdo correcta dos residuos de ligacdo ao
antigénio. De ©preferéncia, as regides estruturais de
anticorpos do invento séo de origem humana ou
substancialmente de origem humana (pelo menos 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de origem humana) e seguem a
numeracdo de Kabat. Alternativamente, a regido ligacdo ao

antigénio pode ser derivada da sequéncia humana.

Tal como aqui utilizado, o termo "fragmento de
anticorpo" refere-se a um ou mais fragmentos de um
anticorpo que retém a capacidade de se ligar especi-
ficamente a um antigénio (e.g., AP). Exemplos de moléculas
englobadas dentro do termo "fragmento de anticorpo" de um
anticorpo incluem (i) um fragmento Fab, um fragmento
monovalente consistindo nos dominios VL, VH, CL e CH1l; (ii)
um fragmento F(ab'):, um fragmento bivalente compreendendo
dois fragmentos Fab ligados através de uma ponte

dissulfureto na regido charneira; (iii) um fragmento Fd
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consistindo no dominio VH e CHI1; (iv) um fragmento Fv
consistindo no dominio VL e VH de um unico braco de um
anticorpo, e (v) um fragmento dAb (Ward, et al., (1989)
Nature 341: 544-546), que consiste num dominio VH. Além
disso, embora os dois dominios do fragmento Fv, VL e VH,
sejam codificados por genes separados, podem ser unidos,
utilizando métodos recombinantes, através de um ligador
sintético gque permita que sejam tornados numa cadeia
proteica Unica, em que a regido VL e VH emparelham para
formar moléculas monovalentes (conhecidas como Fv de cadeia
simples (scFv); Ver, e.g., Bird et al. (1988) Science 242:
423-426; e Huston et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85: 5879-5883). Pretende-se também que tais anticorpos de
cadeia simples estejam englobados no termo "fragmento de
anticorpo". Outras formas de anticorpos de cadeia simples
tais como diacorpos estdo também englobadas pelo termo
"fragmento de anticorpo". Os diacorpos sdo proteinas de
ligacdo bivalentes, biespecificas em que o dominio VH e VL
S80 exXpressos numa Unica cadeia polipeptidica, mas
utilizando um ligador que é demasiado curto para permitir o
emparelhamento entre os dois dominios na mesma cadeia,
forcando assim os dominios a emparelhar com dominios
complementares de outra cadeia e criando dois 1locais de
ligacdo ao antigénio (ver, e.g., Holliger, P., et al.
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448; Poljak,

R.J., et al. (1994) Structure 2: 1121-1123).

Mais ainda, um anticorpo ou fragmento de anti-

corpo deste pode ser parte de uma molécula de imunoadeséo
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maior, formada através de associacdo covalente ou né&o
covalente do anticorpo ou fragmento de anticorpo com uma ou
mais outras proteinas ou péptidos. Exemplos de tais
moléculas de imunoadesdo incluem a utilizacdo da regido
nuclear de estreptavidina para produzir uma molécula scFv
tetramérica (Kipriyanov, S.M., et al. (1995) Human
Antibodies and Hybridomas 6: 93-101) e utilizacdo de um
residuo de cisteina, um péptido marcador e uma etiqueta de
poli-histidina C-terminal para tornar as moléculas scFv
bivalentes e biotiniladas (Kipriyanov, S.M., et al. (1994)
Mol. Immunol. 31: 1047-1058). Fragmentos de anticorpo, tais
como fragmentos Fab e F(ab'):, podem ser preparados a
partir de anticorpos inteiros utilizando técnicas
convencionais, tais como digestdo com papaina ou pepsina,
respectivamente, dos anticorpos inteiros. Além disso,
anticorpos, fragmentos de anticorpo e moléculas de
imunocadesdo podem ser obtidos utilizando técnicas de ADN
recombinante padrdo, como s&do bem conhecidos na técnica. Os
anticorpos, fragmentos de anticorpo e moléculas de
imunoadesdo podem ou ndo ser glicosilados e estar ainda
dentro dos limites do invento. De preferéncia, o fragmento

de anticorpo ¢ um fragmento Fab.

O termo "anticorpo humanizado" refere-se a um
anticorpo que ¢é constituido parcial ou totalmente por
sequéncias de aminoadcidos derivadas de uma linha germi-
nativa de anticorpo humano ou uma segquéncia rearranjada e
produzida alterando a sequéncia de um anticorpo possuindo

CDR ndo humanas. As regides estruturais das regides
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variadveis podem ser substituidas pelas regides estruturais
humanas correspondentes. As regides estruturais humanas
incluem regides estruturais gendmicas, bem como aquelas
contendo uma ou mais substituicdes de aminodcidos. Em
particular, tais substituic¢des incluem mutacdes em gque um
aminodcido numa posicdo particular na estrutura humana é
substituido pelo aminodcido da posicdo correspondente da
estrutura natural para a CDR ndo humana. Por exemplo, um
anticorpo humanizado possuindo CDR de ratinho pode conter
uma ou mais substituigdes gque substituam um determinado
aminodcido da estrutura humana com o correspondente amino-
acido de estrutura de ratinho. As referéncias descrevendo
ainda métodos envolvidos na humanizacdo de um anticorpo de
ratinho gque pode ser utilizado s&o e.g., Queen et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 2869, 1991; Pat. U.S. No.
5693761; Pat. U.S. No. 4816397; Pat. U.S. No. 5225539; os
programas de computador ABMOD e ENCAD tal como descrito em
Levitt, M., J. Mol. Biol. 168: 595-620, 1983; a humanizacéo
pode ser essencialmente realizada seguindo o método de
Winter e colegas (Jones et al., Nature, 321: 522-525, 1986;
Riechmann et al., Nature, 332: 323-327, 1988; Verhoeyen et
al., Science, 239: 1534-1536, 1988). De preferéncia, um
anticorpo da divulgacdo é um fragmento de anticorpo humani-
zado. De maior preferéncia, um anticorpo da divulgacdo & um

fragmento de anticorpo Fab humanizado.

A presente divulgacdo inclui também fragmentos de
anticorpo que sdo covalentemente ligados a uma ou mais

moléculas de PEG. Pretende-se que o termo "poli-
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etilenoglicol" e "PEG" sejam utilizados alternadamente e
referem-se a polietilenoglicol ou a um derivado deste, tal
como conhecido na técnica (ver, e.g., Patentes U.3. Nos:
5445090; 5900461; 5932462; 6436386; 6448369; 6437025;
6448369; 6495659; 6515100 e 6514491). De preferéncia, o PEG
estd covalentemente ligado a um ou mais residuos de lisina
ou cisteina do fragmento de anticorpo. De maior prefe-
réncia, o PEG estd covalentemente ligado a um ou mais
residuos de lisina ou cisteina na regido variavel de cadeia
pesada do fragmento de anticorpo. Ainda de maior prefe-
réncia, o PEG estd covalentemente ligado a um ou mais
residuos de lisina ou cisteina dentro da CDR do fragmento
de anticorpo. De maior preferéncia, o PEG estd ligado a um
residuo de cisteina na posicdo de aminoédcido 56 da regido
varidvel de cadeia pesada da referida SEQ 1ID NO: 2.
Alternativamente, as moléculas de PEG podem ser ligadas ao
fragmento de anticorpo através de um ligador ou molécula
espacadora a regido charneira do fragmento de anticorpo. A
adicdo de 1ligadores e moléculas espacadoras as regides
charneira é bem conhecida na técnica. Além disso, um PEG
pode ser covalentemente ligado a aminodcidos nédo naturais
modificados do fragmento de anticorpo através de técnicas

bem conhecidas na especialidade.

Na sua forma tipica, "PEG" é um polimero linear
com grupos hidroxilo terminais e tem a férmula HO-CH,CHz-
(CH2CH20) n-CH2CH2-0OH, em que n é& de cerca de 8 a cerca de
4000. O hidrogénio terminal pode ser substituido com um

grupo protector tal como um grupo alquilo ou alcanol (M-
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PEG). De preferéncia, o PEG tem pelo menos um Jgrupo
hidroxilo, de maior preferéncia ¢ um grupo hidroxilo
terminal. E este grupo hidroxilo que ¢é de preferéncia
activado para reagir com o péptido. Uma variedade de
modificacdes gquimicas é utilizada para preparar um derivado
de PEG activo com um grupo funcional, tal como carbonato
activo, éster activo, aldeido, tresilato, ou utilizando
PEG-propionaldeido adequado para acoplamento a uma dada
molécula alvo. O derivado de PEG activado é entdo ligado
covalentemente a um grupo reactivo no féarmaco polipepti-
dico. Existem muitas formas de PEG Uteis para o presente
invento. Existem muitas formas de PEG Uteis para o presente
invento. Existem numerosos derivados de PEG na técnica que
sdo adequados para utilizacdo do invento. N&do se pretende
que a molécula de PEG covalentemente ligada a um fragmento
de anticorpo do presente invento esteja limitada a um
determinado tipo ou tamanho. O peso molecular do PEG & de
preferéncia de cerca de 0,5 quilodaltons (kD) a cerca de
100 kD e de maior preferéncia de cerca de 5 kD a cerca de
30 kD e ainda de preferéncia de cerca de 1 kD a cerca de 20
kD. O PEG pode ser linear ou ramificado e o fragmento de
anticorpo anti-péptido AP do invento pode ter 1, 2, 3, 4, 5
ou 6 moléculas de PEG ligadas ao péptido. E preferivel que
haja uma molécula de PEG por fragmento de anticorpo; no
entanto, quando estd presente mais do que uma molécula de
PEG por molécula de péptido, é preferido que n&o haja mais
do gue seis. Estd ainda contemplado que ambas as
extremidades da molécula de PEG possam ser adaptadas para

reticulacdo de duas ou mais moléculas de fragmento de
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anticorpo anti-péptido AP umas com as outras. Os métodos de
ligacdo de moléculas de PEG a proteinas, anticorpos e

fragmentos destes, sdo bem conhecidos na técnica.

O termo "Kp", tal como aqui utilizado, destina-se
a referir a constante de dissociacdo de uma determinada

interaccdo anticorpo-antigénio. E calculada pela férmula:

Kp = Kort/Kon (medida em M)

O termo "kon" tal como aqui utilizado destina-se a referir
a constante de velocidade de associacdo, ou a velocidade de
reaccdo esgpecifica, da reaccdo directa, ou de formacédo de
complexo, medida em unidades: MIs-l. 0O termo "kore", tal
como aqui utilizado, destina-se a referir a constante de
velocidade de dissociacéo, ou velocidade de «reaccédo
especifica, para a dissociacdo de um anticorpo do complexo

anticorpo/antigénio, medida em unidades: s-I.

O termo "liga-se especificamente"™ tal como aqui
utilizado refere-se a situacdo em que um membro de um par
de 1ligacdo especifica nédo se liga significativamente a
outras moléculas além do ou dos seus parceiros de ligacéo
especifica. O termo também é aplicdvel quando, e.g., um
dominio de ligacdo ao antigénio de um anticorpo do invento
é especifico para um determinado epitopo que é transportado
por varios antigénios, caso em que o anticorpo especifico
transportando o dominio de ligacdo ao antigénio serd capaz

de se ligar aos varios antigénios transportadores do
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epitopo. Concordantemente, uma molécula do invento liga-se
especificamente ao péptido AP ao mesmo tempo gue ndo se
liga especificamente a APP. Além disso, uma molécula do
invento liga-se especificamente entre um epitopo linear,
ndo linear ou conformacional de AP compreendendo 0Os

aminoacidos HHQKLVFFAEDVGSNK (13-28) (SEQ ID NO: 4).

0O termo "actividade", em referéncia a uma
molécula do presente invento, inclui, mas ndo esta limitado
a, afinidade e especificidade epitopo/antigénio, capacidade
para neutralizar ou antagonizar uma actividade do péptido
AB in vivo ou in vitro, ICsy, estabilidade in vivo do
anticorpo e propriedades imunogénicas do anticorpo. Outras
propriedades ou caracteristicas bioldgicas identificéveis
de um anticorpo reconhecidas na técnica incluem, por
exemplo, reactividade cruzada, (i.e., com hombélogos néo
humanos do péptido alvo ou com outras proteinas ou tecidos,
em geral) e capacidade para preservar elevados niveis de
expressdo da proteina em células de mamifero. As propri-
edades ou caracteristicas acima mencionadas podem ser
observadas, medidas ou avaliadas wutilizando técnicas
reconhecidas na especialidade, incluindo, mas ndo limitadas
a, ELISA, ELISA competitivo, Biacore ou andlise de
ressonédncia de plasmdo de superficie KinExA, ensaios de
neutralizacdo in vitro ou in vivo sem limite, ligacdo do
receptor, producdo e/ou secrecdo de citocinas ou factores
de crescimento, transducdo de sinal e imuno-histoquimica
com seccdes de tecido de diferentes fontes, incluindo

humano, primata, ou qualquer outra fonte.
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Os termos "individuo", "sujeito" e '"paciente",
aqui utilizados alternadamente, referem-se a um mamifero,
de preferéncia humano. Numa determinada concretizacido, o
sujeito é ainda caracterizado por uma doenca ou disturbio
ou condicdo que ©possa beneficiar de uma actividade

diminuida de péptido AP.

Tal como aqui utilizado, as expressdes "célula
hospedeira", "linha celular hospedeira", e '"cultura de
células hospedeiras"™ s&do utilizadas indiferentemente e
incluem uma célula individual ou cultura de células que ¢é
um receptor de qualquer polinucledtido isolado do invento
ou qualquer ou quaisquer vectores recombinantes
compreendendo uma sequéncia codificando uma HCVR, LCVR ou
anticorpo monoclonal do invento. As células hospedeiras
incluem a descendéncia de uma Unica célula hospedeira. A
descendéncia pode ndo ser completamente idéntica, em
morfologia ou no complemento total do ADN, a célula-mée
original devido a mutacdo e/ou alteracdo natural, acidental
ou deliberada. Uma c¢élula hospedeira inclui células
transformadas, transduzidas ou infectadas com um vector
recombinante ou um polinucledtido expressando um fragmento
de anticorpo do invento ou uma cadeia leve ou cadeia pesada
deste. Uma célula hospedeira que compreende um vector
recombinante do invento, quer estavelmente incorporado no
cromossoma hospedeiro quer nédo, pode também ser referida
como uma "célula hospedeira recombinante". Células prefe-

ridas para a geracdo de células hospedeiras do invento sé&o
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células CHO (e.g., ATCC CRL-9096), células NSO, células
SP2/0, células COS (ATCC e.g., CRL-1650, CRL-1651) e Hela
(ATCC CCL-2). Células hospedeiras adicionais para uti-
lizacdo do invento incluem células vegetais, células de
levedura, outras células de mamifero e células procarid-
ticas. De maior preferéncia, as células para utilizacdo do

invento sdo células de levedura ou procaridticas.

O termo "condicdo ou doenca relacionada com ©O
péptido AP"™ ou "condicdes ou doenca associadas a actividade
de AP" pretende incluir todos as condic¢des, distirbios e
doencas que estdo associados a: 1) o desenvolvimento de
placas de P-amildéide no cérebro, 2) a sintese de formas
anormais de AP, 3) a formacdo de formas particularmente
téxicas de AP, ou 4) taxas anormais de sintese, degradacdo,
ou eliminacdo de AB. As condicdes e doencas tais como
doenca de Alzheimer, sindroma de Down, angiopatia amildide
cerebral, certas deméncias vasculares, e comprometimento
cognitivo leve sdo conhecidas por ou suspeitas de ter uma

tal relacdo com Af.

Esta divulgacgdo proporciona uma molécula com-
preendendo um fragmento de anticorpo que se liga especifi-
camente ao péptido AP entre as posicdes de aminoédcidos 13-
28, em que o fragmento de anticorpo estd covalentemente
ligado a uma molécula de PEG. O fragmento de anticorpo & de
preferéncia um fragmento de anticorpo humanizado, tal como
fragmento Fab e/ou fragmento scFv. De maior preferéncia, o

fragmento de anticorpo ¢ um fragmento Fab. A ligacéo
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especifica das moléculas do invento ao péptido AP permite
que as referidas moléculas sejam utilizadas como agente
terapéutico para doencas e distirbios associados ao péptido
AP, i.e., condicdes, doencas ou distirbios que beneficiem

da inibic&do de uma actividade bioldgica do péptido APB.

Numa concretizacéo, o fragmento de anticorpo
possui uma regido varidvel de cadeia pesada e uma regido
variavel de cadeia leve, em que a regido variavel de cadeia
leve compreende regides CDR com as seguintes sequéncias de
aminoacidos: CDRL1: SSSQSLIYSDGNAYLH (SEQ ID NO: 6), CDRL2:
KVSNRFS (SEQ ID NO: 7) e CDRL3: TQSTHSPWT (SEQ ID NO: 8)
e/ou em que a regido varidvel de cadeia pesada compreende
regides CDR com as gseguintes sequéncias de aminoacidos:
CDRH1: GYTFSRYSMS (SEQ ID NO: 9), CDRHZ: QINIRGCNTYYPDTVKG
(SEQ ID NO: 10) ou QINIRGNNTYYPDTVKG (SEQ ID NO: 11), e
CDRH3: GDF (SEQ ID NO: 12). De preferéncia, as seis CDR de
um fragmento de anticorpo existem em conjunto. A composicédo
compreendendo uma CDR serda em geral uma sequéncia de cadeia
pesada ou leve de anticorpo ou uma porcdo substancial
desta, em que a CDR se localiza num local consistente com a
numeracdo de Kabat. As trés regides CDR para cada cadeia,
pesada e leve, sdo proporcionadas numa regido estrutural
como uma sequéncia contigua representada pela seguinte
férmula: FR1I-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. As FR1, FR2, FR3 e
FR4 de cadeia pesada ou de cadeia leve combinam-se para
formar a regido estrutural completa de um fragmento de
anticorpo quando dispostas como uma sequéncia contigua com

as CDR na ordem indicada. De preferéncia, as regides
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estruturais de um anticorpo sdo de origem humana, ou
substancialmente de origem humana (i. e., mais de cerca de

80, 82, 85, 87, 90, 92, 95, 97%).

De preferéncia, o fragmento de anticorpo do
invento compreende uma LCVR compreendendo um péptido com a

seguinte sequéncia:

e uma HCVR compreendendo um péptido com uma sequéncia
seleccionada a partir do grupo que consiste nas seguintes

sequéncias:

1K rm*mwmr‘m m?wmmw P ,.”Ss {”SEQ' IDNO: 3}

Alternativamente, o fragmento de anticorpo com-
preende uma LCVR compreendendo um péptido com uma sequéncia
consistindo em SEQ ID NO: 1 e uma HCVR compreendendo um
péptido com uma sequéncia seleccionada a partir do grupo
que consiste em SEQ ID NO: 2 ou SEQ ID NO: 3, em que a HCVR

e a LCVR existem em conjunto num fragmento de anticorpo. O
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especialista na técnica compreenderd que os fragmentos de
anticorpo ndo estdo limitados as sequéncias especificas de
HCVR e LCVR, mas incluem também variantes destas sequéncias
que, quando presentes numa molécula do invento, mantém ou
melhoram a capacidade de ligacdo ao antigénio e pelo menos
uma outra propriedade funcional do anticorpo-mide, e.g.,
especificidade do epitopo, capacidade de competir com o
anticorpo-mde pela ligacdo ao péptido AP, valores de ICso

e/ou Kp ou korr para a ligacdo ao péptido AP.

Noutra concretizacdo, a totalidade ou uma porcéo
da regido wvariadvel ¢ limitada por uma sequéncia LCVR
particular tal como mostrado por uma SEQ ID NO: 1 e HCVR
tal como mostrada em SEQ ID NO: 2 ou SEQ ID NO: 3 e é& ainda
caracterizado por antagonizar ou neutralizar pelo menos uma
actividade do péptido AB in vivo ou in vitro. Um anticorpo,
em que a totalidade ou uma porcdo da regido varidvel ¢
limitada por uma sequéncia particular, tal como mostrado
por uma LCVR SEQ ID NO: 1 e HCVR SEQ ID NO: 2 ou SEQ ID NO:
3 aqui, ¢ ainda caracterizado por se ligar especificamente

ao péptido AP humano mas n&do se ligar a APP humana.

Num aspecto, o PEG (ou um derivado deste) esté
covalentemente ligado a um ou mais residuos de 1lisina,
cisteina ou de aminocdcidos ndo naturais modificados de um
fragmento de anticorpo. De preferéncia, a molécula de PEG
estd covalentemente ligada quer a regido varidvel de cadeia
pesada quer a regido variédvel de cadeia leve do fragmento

de anticorpo. De maior preferéncia, uma tal molécula possui
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uma molécula de PEG que estd covalentemente ligada a uma
CDR de uma regido varidvel de cadeia pesada do fragmento de
anticorpo. De maior preferéncia, uma tal molécula possui
uma molécula de PEG que estd covalentemente 1ligada a
cisteina na posicdo de aminoédcido 56 da regido variavel de
cadeia pesada de SEQ ID NO: 2. Alternativamente, as molé-
culas de PEG podem ser ligadas ao fragmento de anticorpo
Fab anti-péptido AP através de uma molécula ligadora ou

espacadora a regido charneira do fragmento de anticorpo.

Noutro aspecto, a molécula de PEG estd cova-
lentemente ligada a um ou mais residuos de lisina, cisteina
ou de aminodcidos ndo naturais modificados do anticorpo do
presente invento para substituir uma glicosilacdo presente
nas moléculas de anticorpo, sem afectar significativamente
a afinidade e selectividade do fragmento de anticorpo para
AB. De preferéncia, a molécula de PEG substitui o sinal de
glicosilacdo na regido varidvel da cadeia pesada ou na
regido variavel de cadeia leve do fragmento de anticorpo.
De maior preferéncia, a molécula de PEG substitui o sinal
de glicosilacdo na CDR da regido varidvel de cadeia pesada
do fragmento de anticorpo. De maior preferéncia, a molécula
de PEG substitui o sinal de glicosilacdo na posicdo 56 da

regido varidvel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 2.

A molécula de PEG covalentemente ligada a um
anticorpo nédo se destina a ser limitada a um determinado
tipo ou tamanho. O peso molecular do PEG é de preferéncia

de cerca de 0,5 kD a cerca de 100 kD, e de maior
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preferéncia de cerca de 0,5 kDa a cerca de 30 kDa, e ainda
de preferéncia de cerca de 1 kDa a cerca de 20 kDa.
Alternativamente, o0 peso molecular do PEG pode ser
seleccionado a partir de um grupo gue consiste em cerca de
0,5 kD, cerca de 1 kD, cerca de 5 kD, cerca de 10 kD e
cerca de 20 kD. O PEG pode ser linear ou ramificado e o
anticorpo anti-péptido AP PEGuilado pode ter mais de uma
molécula de PEG ligada ao péptido. De preferéncia, existe
uma molécula de PEG por anticorpo anti-péptido AP

PEGuilado.

De maior preferéncia, a molécula de anticorpo
compreende um fragmento de anticorpo com uma regido
varidavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 1 e uma regido
varidvel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 2, em gue o
referido fragmento de anticorpo estd covalentemente ligado
a uma molécula de PEG de 20 kD na posicdo 56 da regiédo

variadvel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 2.

O epitopo antigénico do péptido AP dentro do qual
0s anticorpos do invento se ligam, é um epitopo linear, néo
linear ou conformacional que compreende o0s aminoacidos
HHQKLVFFAEDVGSNK (SEQ ID NO: 4). Os anticorpos que se ligam
ao referido epitopo, ligam-se especificamente e de
preferéncia ao péptido AP em comparacdo com a sua ligacdo a
APP. Os anticorpos monoclonais do invento ligam-se ao
péptido AP pelo menos 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,
90, ou 100 vezes mais (e.g., maior afinidade ou maior

especificidade) do que se ligam a APP humana; de maior
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preferéncia pelo menos 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
500, 550 ou 600 vezes mais do que se ligam a APP, ainda de
preferéncia ndo se ligam a APP a niveis superiores aos do
fundo tal como determinado, e.g., através de ensaio ELISA,
ensaio ELISA de competicdo ou valores de Kp num ensaio

Biacore ou KinExA.

Os fragmentos de anticorpos ligam-se a um epitopo
entre os aminoacidos HQKLVFFAEDVGSNK (SEQ ID NO: 5) pelo
menos 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, ou 100
vezes mais (e.g., maior afinidade ou maior especificidade)
que um epitopo nao compreendendo os aminoacidos
HQKLVFFAEDVGSNK (SEQ ID NO: 5). De maior preferéncia, pelo
menos 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550 ou 600
vezes mals gque com um epitopo ndo compreendendo 0S
aminoadcidos HQKLVFFAEDVGSNK (SEQ ID NO: 5), ainda de
preferéncia ndo se liga a um epitopo ndo compreendendo oS
aminoadcidos HQKLVFFAEDVGSNK (SEQ ID NO: 5) a niveis
superiores aos do fundo tal como determinados, e.g.,
através de ensaio ELISA, ensaio ELISA de competicdo ou

valores de Kp num ensaio Biacore ou KinExA.

Numa concretizacéo preferida, a divulgacéo
proporciona um fragmento de anticorpo que possui uma forte
afinidade de ligacdo para o péptido AB, i.e., liga-se ao
péptido AP, ou a uma porcdo deste compreendendo a sequéncia
HQKLVFFAEDVGSNK (SEQ ID NO: 5) [i.e., o anticorpo contacta
o polipéptido HQKLVFFAEDVGSNK], com uma afinidade de

ligacdo (Kp) para o péptido AP humano de menos de cerca de
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200 pM, 100 pM, 50 pM, 40 pM ou 30 pM, de preferéncia menos
de cerca de 20 pM medida através do método KinExA.
Alternativamente, a afinidade de 1ligacdo (Kp) para o
péptido AP humano é de entre 0,1 pM-200 pM. As afinidades
dos anticorpos podem ser determinadas tal como ¢é aqui
descrito nos exemplos abaixo ou noutros métodos disponiveis

na técnica.

A via de administracdo de um anticorpo do
presente invento pode ser oral, parentérica, através de
inalacdo, ou toépica. De preferéncia, os anticorpos do
invento podem ser incorporados numa composicdo farmacéutica
adequada para administracéo parentérica. 0 termo
parentérico tal como aqui utilizado inclui a administracédo
intravenosa, intramuscular, subcuténea, rectal, wvaginal, ou
intraperitoneal. A distribuicéao sistémica periférica
através de injeccdo intravenosa ou intraperitoneal ou
subcutdnea ¢é preferida. De maior preferéncia, a via de
administracdo de um anticorpo do presente invento é através
de injeccdo subcuténea. Veiculos adequados para tais

injeccdes sdo simples na técnica.

O fragmento de anticorpo do presente invento tem
uma semivida mais curta do gque o correspondente anticorpo
anti-péptido AP inteiro no plasma e ¢é eliminado mais
rapidamente do plasma que © correspondente anticorpo anti-
péptido AP inteiro. Alternativamente, o anticorpo do
presente invento tem uma semivida plasmética mais longa que

o correspondente fragmento Fab anti-péptido AP que n&do esta
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covalentemente ligado a uma molécula de PEG, e é eliminado
menos rapidamente do plasma que o correspondente fragmento
Fab anti-péptido AP que ndo estd ligado covalentemente a
uma molécula de PEG (Exemplos 1, 2 e 3). 0O termo
"correspondente" em referéncia a um anticorpo tal como aqui
utilizado refere-se a um anticorpo com a mesma LCVR e HCVR.
Por exemplo, o) correspondente anticorpo inteiro em
referéncia a um fragmento de anticorpo Fab possuindo uma
LCVR de SEQ ID NO: 1 e uma HCVR consistindo em SEQ ID NO: 2
terd a mesma LCVR de SEQ ID NO: 1 e uma HCVR consistindo em

SEQ ID NO: 2 juntamente com um dominio Fc intacto.

Noutro aspecto, a presente divulgacdo é dirigida
a polinucledétidos recombinantes codificando anticorpos que,
quando expressos, compreendem uma LCVR de SEQ ID NO: 1 e
uma HCVR consistindo em SEQ ID NO: 2. Devido a degene-
rescéncia dos coddes, outras sequéncias polinucleotidicas
podem facilmente substituir essas sequéncias. Polinucled-
tidos particularmente preferidos codificam anticorpos, que,
quando expressos, compreendem as CDR de cadeia leve de SEQ
ID NO: 6-8, e as CDR de cadeia pesada de SEQ ID NO: 9, 10
ou 11, e 12, ou qualguer uma das regides variaveis de SEQ
ID NO: 1 - SEQ ID NO: 3. Exemplos de seguéncias polinu-
cleotidicas que codificam para LCVR de SEQ ID NO: 1 e HCVR
de SEQ ID NO: 2 estdo representadas em SEQ ID NO: 13 (LCVR)

e SEQ ID NO: 14 (HCVR), respectivamente.

Os polinucledtidos incluirdo ainda tipicamente

uma sequéncia polinucleotidica de controlo da expresséao
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operativamente ligada as sequéncias de <codificacdo da
imunoglobulina humanizada, incluindo regides promotoras
naturalmente associadas ou heterdélogas. De preferéncia, as
sequéncias de controlo da expresséio serédo sistemas
promotores eucaridéticos em vectores capazes de transformar
ou transfectar células eucaridticas, mas sequéncias de
controlo para células procaridéticas podem também ser
utilizadas. Uma vez que o vector tenha sido incorporado na
linha de células hospedeiras adequada, a célula hospedeira
é& propagada sob condicdes adequadas para expressdo das
sequéncias nucleotidicas, e, tal como desejado, a colheita
e purificacdo das cadeias leves, cadeias pesadas, dimeros
de cadeia leve/pesada ou anticorpos intactos, fragmentos de
ligacdo ou outras formas das imunoglobulinas pode seguir-

se.

As sequéncias de &cidos nucleicos capazes de
finalmente expressar os anticorpos ou fragmentos de
anticorpo desejados podem ser formadas a partir de uma
variedade de diferentes polinucledétidos (ADN gendmico ou
ADNc, ARN, oligonucledétidos sintéticos, etc.) e componentes
(e.g., regides V, J, D, e C), utilizando gqualquer uma de
uma variedade de técnicas bem conhecidas. A unido de
sequéncias gendmicas e sintéticas apropriadas é um método
de producdo comum, mas podem também ser utilizadas

sequéncias de ADNc.

Sequéncias de ADN da regido constante humana

podem ser isoladas de acordo com procedimentos bem
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conhecidos a partir de uma variedade de células humanas,
mas de preferéncia a partir de células B imortalizadas. As
células fonte adequadas para as sequéncias polinucleo-
tidicas e as células hospedeiras para expressido e secrecao
de imunoglobulinas podem ser obtidas a partir de véarias

fontes bem conhecidas na técnica.

Para além dos anticorpos humanizados ou fra-
gmentos de anticorpo aqui especificamente descritos, outros
anticorpos modificados "substancialmente hombdlogos" podem
ser facilmente concebidos e produzidos utilizando varias
técnicas de ADN recombinante bem conhecidas dos peritos na
especialidade. Por exemplo, as regides estruturais podem
variar das sequéncias nativas ao nivel da estrutura
primdria por diversas substituic®es de aminoadcidos, adic¢des
e delecbes terminais e intermédias, e semelhantes. Além
disso, uma variedade de diferentes regides estruturais
humanas podem ser utilizadas isoladamente ou em combinacdo
como base para os anticorpos humanizados do presente
invento. Em geral, modificacdes dos genes podem ser
facilmente alcancadas através de uma variedade de técnicas

bem conhecidas, tais como mutagénese dirigida ao local.

Tal como foi referido anteriormente, os polinu-
cledtidos serdo expressos em hospedeiros apds as sequéncias
terem sido operativamente 1ligadas a (i.e., posicionadas
para assegurar o funcionamento de) uma sequéncia de con-
trolo da expressdo. FEstes vectores de expressdo sdo

tipicamente replicédveis nas células hospedeiras quer como
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epissomas quer como parte integrante do ADN cromossdédmico
hospedeiro. Vulgarmente, o0s vectores de expressdo conterdo
marcadores de seleccdo, e.g., tetraciclina ou neomicina,
para permitir a deteccédo das células hospedeiras
transformadas com as sequéncias de ADN desejadas. Os
vectores de expressdo para estas células podem incluir
sequéncias de controlo da expressdo, tais como uma origem
de replicacdo, um promotor, um estimulador, e locais
necessarios para processamento de informacdo, tais como
locais de ligacdo ao ribossoma, locais de splicing de ARN,
locais de poliadenilacdo, e sequéncias de terminacdo da
transcricdo. Sequéncias de controlo da expressdo preferidas
sdo promotores derivados de genes de imunoglobulinas, SV40,
Adenovirus, Virus do Papiloma Bovino, citomegalovirus e

semelhantes.

Os vectores contendo as sequéncias polinucleoti-
dicas de interesse (e.g., as sequéncias de codificacdo da
cadeia pesada e leve e as sequéncias de controlo da
expressdo) podem ser transferidos para a célula hospedeira
através de métodos bem conhecidos, que variam dependendo do
tipo de célula. Uma variedade de hospedeiros pode ser
empregue para expressar 0s anticorpos utilizando técnicas
bem conhecidas na especialidade. Linhas celulares
preferidas incluem células COS, CHO, sp2/0, NSO
(disponiveis a partir de repositdrios publicos tais como
ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, VA) e
linhas de células de levedura. De preferéncia, uma célula

hospedeira compreende um ou mais vectores ou construcdes
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compreendendo uma molécula de acido nucleico. A célula
hospedeira é uma célula na qual um vector foi introduzido,
o referido vector compreendendo um polinucledtido codifi-
cando para uma LCVR e/ou um polinucledétido codificando para
uma HCVR. A divulgacdo proporciona também uma célula
hospedeira na qual foram introduzidos dois vectores; um
compreendendo um polinucledtido codificando uma LCVR de um
anticorpo e um compreendendo um polinucledtido codificando
uma HCVR presente num anticorpo e cada um operativamente
ligado a uma sequéncia promotora. Os tipos celulares
incluem células de mamifero, bacterianas, vegetais e de
levedura. De preferéncia, a célula é uma célula CHO, uma
célula COS, uma célula SP2/0, uma célula NSO, uma célula de
levedura ou um derivado ou descendéncia de qualgquer tipo de

célula preferido.

Uma vez expressos, 08 anticorpos inteiros, os
seus dimeros, cadeias leves e pesadas individuais, ou
outras formas de imunoglobulina podem ser purificados de
acordo com procedimentos padrdo da técnica, incluindo
precipitacdo com sulfato de ambénio, cromatografia de
permuta idénica, afinidade, fase inversa, em coluna de
interaccédo hidrofdébica, electroforese em gel e semelhantes.
Para utilizacdes farmacéuticas, s&o preferidas imunoglo-
bulinas substancialmente puras de pelo menos cerca de 90%,
92%, 94% ou 96% de homogeneidade, e mais preferidas de 98 a
99% ou mais de homogeneidade. Uma vez purificados,
parcialmente ou até a homogeneidade conforme desejado, os
péptidos podem entdo ser usados terapeuticamente ou

profilacticamente, tal como agqui dirigido.
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Varios sintomas gque resultam em défices cogni-
tivos, acidente vascular cerebral, hemorragia cerebral, e
debilitacdo mental geral parecem estar associados a placas
neuriticas e cerebrovasculares no cérebro contendo o
péptido de AB. Entre estas condig¢des estdo a doenca de
Alzheimer tanto pré-clinica como clinica, a sindroma de
Down, e a angiopatia amildide cerebral (CAA) pré-clinica e
clinica. As placas amildéides sdo formadas a partir do
péptido AB. Estes péptidos circulam no sangue e no fluido
cerebrospinal (CSF) tipicamente na forma complexada com
lipoproteinas. O péptido AP na forma circulante é composto
por 39-43 aminoédcidos (principalmente 40 ou 42 aminoéacidos)
resultantes da clivagem de uma proteina precursora comum, a
proteina precursora de amildide, frequentemente designada
APP. Algumas formas de AP soluvel sdo neurotdxicas em si
mesmas e pode-se determinar a gravidade da neurodegeneracio
e/ou declinio cognitivo  (McLean, C.A., et al., Ann.
Neturol. (1999) 46: 860-866; Lambert, M.P., et al. (1998)
95: 6448-6453; Naslund, J., J. Am. Med. Assoc. (2000) 283:

1571) .

Por —conseguinte, uma composicdo farmacéutica
compreendendo uma molécula do invento pode ser Gtil para o
tratamento ou a prevencdo de condicdes em que a presenca do
péptido AP causa ou contribui para efeitos patoldgicos
indesejéveis ou a diminuicdo da actividade do péptido AP
tem um beneficio terapéutico em mamiferos, de preferéncia

humanos, incluindo, mas ndo limitado a, doenca de Alzheimer
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clinica ou pré-clinica, sindroma de Down, angiopatia
amiléide (CAA) clinica ou pré-clinica e Alzheimer prodrd-
mico. A utilizacdo de uma molécula do presente invento para
tratamento ou prevencdo de pelo menos um dos disturbios
acima mencionados em que a actividade do péptido AR é
prejudicial ou beneficia de niveis menores de péptido AP
bioactivo estd aqui contemplada. Além disso, a utilizacéo
de uma molécula do presente invento para utilizacdo no
fabrico de um medicamento para o tratamento de pelo menos

um dos disturbios acima mencionados estéd contemplada.

Tal como aqui utilizado, os termos "tratamento",
"tratar", e semelhantes, referem-se a obtencdo de um efeito
farmacoldédgico e/ou fisioldgico desejado. O efeito pode ser
uma cura parcial ou completa para uma doenca e/ou efeito
adverso atribuivel a progressdo da doenca. "Tratamento",
tal como agqui wutilizado, inclui a administracdo de um
composto, ©particularmente a wum humano, e inclui: (a)
inibicdo da doenca, i.e., paragem do seu desenvolvimento;
ou (b) alivio da doenca, 1i.e., causando a regressdo da
doenca ou disturbio ou alivio dos sintomas ou complicacdes
destes. 0s regimes de dosagem podem ser ajustados para
proporcionar a resposta desejada é6ptima (e.g., uma resposta
terapéutica ou profiléactica). Por exemplo, pode ser
administrado um tnico bolo, podem ser administradas varias
doses divididas ao longo do tempo ou a dose pode ser
proporcionalmente reduzida ou aumentada tal como indicado

pelas exigéncias da situacdo terapéutica.
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Uma molécula do invento pode ser incorporada em
composicdes farmacéuticas adequadas para administracdo a um
sujeito. As moléculas do invento podem ser administradas
sozinhas ou em combinacdo com um suporte, diluente e/ou
excipiente farmaceuticamente aceitdvel, em dose uUnicas ou
miltiplas. As composicdes farmacéuticas para administracéio
sdo concebidas para serem apropriadas para o modo de
administracdo seleccionado, e o diluente, suporte, e/ou
excipientes farmaceuticamente aceitéaveis tails como agentes
de dispersido, tampdes, tensiocactivos, conservantes, agentes
de solubilizacéo, agentes de isotonicidade, agentes
estabilizadores e semelhantes sdo usados conforme apro-
priado (ver, e.g., Exemplo 14 aqui). As referidas composi-
cbes sdo concebidas de acordo com técnicas convencionais
tais como em e.g., Remington, "The Science and Practice of
Pharmacy", 19% Edicdo, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co.,
Easton, PA 1995 gue proporciona um compéndio de técnicas de

formulacdo gque sédo geralmente conhecidas dos praticantes.

Uma composicdo farmacéutica compreendendo uma
molécula do presente invento pode ser administrada a um
sujeito em risco de ou exibindo patologias tal como aqui
descrito utilizando técnicas de administracdo convencionais
incluindo administracdo oral, intravenosa, intraperitoneal,
subcutdnea, pulmonar, transdérmica, intramuscular, intrana-
sal, bucal, sublingual, ou em supositdério. De preferéncia,
uma molécula do presente invento pode ser administrada a um
sujeito em risco de ou exibindo patologias tal como aqui

descrito, através de administracdo subcuténea.
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Uma composicdo farmacéutica do invento ¢é de
preferéncia uma "quantidade terapeuticamente eficaz" ou uma
"quantidade profilacticamente eficaz" de uma molécula do
invento. A "quantidade terapeuticamente eficaz" refere-se a
uma quantidade eficaz, nas dosagens e nos periodos de tempo
necessarios, para alcancar o resultado terapéutico deseja-
do. Uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma molécula
pode variar de acordo com factores tais como o estado de
doenca, a idade, o sexo, e 0 peso do individuo, e a capaci-
dade da molécula para desencadear uma resposta desejada no
individuo. Uma quantidade terapeuticamente eficaz é também
uma em que qualquer efeito tdéxico ou prejudicial da molé-
cula, ¢é compensado pelos efeitos terapeuticamente benéfi-
cos. Uma "quantidade profilacticamente eficaz" refere-se a
uma quantidade eficaz, nas dosagens e nos periodos de tempo
necessarios, para atingir o resultado profildctico dese-
jado. Tipicamente, uma vez que uma dose profilactica ¢é
utilizada em sujeitos antes ou numa fase precoce da doenca,
a quantidade profilacticamente eficaz serd inferior a

quantidade terapeuticamente eficaz.

Uma quantidade terapeuticamente eficaz ou pro-
filacticamente eficaz ¢é pelo menos a dose minima, mas
inferior a uma dose toéxica, de um agente activo que &
necessaria para conferir o beneficio terapéutico a um
sujeito. Dito de outra forma, uma gquantidade terapeu-
ticamente eficaz de uma molécula do invento & uma

quantidade que, em mamiferos, de preferéncia humanos,



PE2121754 - 38 -

diminui a actividade do péptido AP, e.g., a ligacdo ao
péptido AP, em que a presenca do péptido AP causa ou
contribui para efeitos patoldédgicos indesejiaveis ou a
diminuicdo do péptido AP resulta num efeito terapéutico

benéfico num mamifero, de preferéncia um humano.

A via de administracdo de uma molécula do
presente invento pode ser oral, parentérica, por inalacéo
ou toépica. De preferéncia, os anticorpos do invento podem
ser incorporados numa composicdo farmacéutica adequada para
administracdo parentérica. O termo parentérico, tal como
aqui utilizado, inclui administracdo intravenosa, intramus-
cular, subcutédnea, rectal, wvaginal ou intraperitoneal. A
distribuicdo sistémica periférica através de injeccédo
intravenosa ou intraperitoneal ou subcuténea é preferida. A
injeccdo subcutidnea é a mais preferida. Veiculos adequados

para tais injeccdes sdo simples na técnica.

A composicdo farmacéutica tem de ser tipicamente
estéril e estéavel sob as condicdes de fabrico e
armazenamento no recipiente proporcionado, incluindo e.g.,
um frasco ou uma seringa selados. Portanto, as composicdes
farmacéuticas podem ser esterilizadas por filtracdo apds a
producdo da formulacéao, ou tornadas de outra forma
microbiologicamente aceitédveis. Uma composicdo tipica para
infusdo intravenosa pode ter um volume de tanto quanto 250-
1000 ml de fluido, tal como solucdo de Ringer, solucédo
salina fisioldgica, solucdo de dextrose e solucdo de Hank,

e uma dose terapeuticamente eficaz (e.g., 1 a 100 mg/ml, ou
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mais) do agente terapéutico para distribuir as dosagens
tipicas listadas abaixo. A dose pode variar dependendo do
tipo e da gravidade da doenca. Tal como é bem conhecido nas
técnicas médicas, as dosagens ©para qualquer sujeito
dependem de muitos factores, incluindo o tamanho do
paciente, a é&area de superficie corporal, a idade, o
composto particular a administrar, o sexo, o tempo e a via
de administracdo, a salde geral, e outros férmacos a
administrar concomitantemente. Uma dose tipica pode estar,
por exemplo, no intervalo de 0,001 a 1000 ng; no entanto,
sdo consideradas doses abaixo ou acima deste intervalo
exemplar, especialmente considerando os factores acima
mencionados. O regime de dosagem parentérica didria pode
ser de cerca de 0,1 ug/kg a cerca de 100 mg/kg de peso
corporal total, de preferéncia de cerca de 0,3 ug/kg a
cerca de 10 mg/kg e de maior preferéncia de cerca de 1
ng/kg a 1 mg/kg, ainda de preferéncia de cerca de 0,5 a 10
mg/kg de peso corporal por dia. O progresso pode ser
monitorizado através de avaliacéo periddica. Para
administracbes repetidas ao longo de varios dias ou mais,
dependendo da condicgdo, o tratamento é repetido até ocorrer
a supressdo desejada dos sintomas da doenca. No entanto,
outros regimes de dosagem podem ser Uteis e ndo estéo
excluidos daqui. A dosagem desejada pode ser distribuida
através de uma Unica administracdo de bolo, através de
vadrias administracdes de bolo, ou através de administracéo
por infusdo continua da molécula, dependendo do padrido de

decaimento farmacocinético que o praticante deseje atingir.
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Estas quantidades sugeridas das moléculas do
invento estdo sujeitas a uma grande discricdo terapéutica.
O factor <chave na seleccdo de uma dose e programa
apropriados ¢ o resultado obtido. 0Os factores ©para
consideracdo neste contexto incluem o disturbio particular
a tratar, o mamifero particular a tratar, a condicédo
clinica de cada paciente, a causa do disturbio, o local de
distribuicdo do anticorpo, © tipo particular de anticorpo,
o método de administracdo, o programa de administracédo, e

outros factores conhecidos dos médicos assistentes.

0Os agentes terapéuticos do invento podem ser
congelados ou 1liofilizados para armazenamento e recons-
tituidos num suporte estéril adequado antes da utilizacéo.
A liofilizacdo e reconstituicdo podem conduzir a varios
graus de perda de actividade do anticorpo. As dosagens

podem ter de ser ajustadas para compensar.

Os exemplos seguintes destinam-se a ilustrar mas
ndo a limitar o invento. 0Os exemplos aqui abaixo empregam,
entre outros, um anticorpo monoclonal de murideo denominado
"260" (m266), que foi originalmente preparado por
imunizacdo com um péptido composto pelos residuos 13-28 do
péptido AP humano e um fragmento Fab do anticorpo mono-
clonal de murideo designado 266 (m266-Fab). O anticorpo é
confirmado que imunorreaje com este péptido. A preparacéo
de m266 foi descrita anteriormente. Para ligar covalente-
mente uma molécula de PEG a m266-Fab, o Fab pode ser mutado

para introduzir um residuo de cisteina em CDR2 (N56C) da
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cadeia pesada varidvel e PEGuilada do modo mostrado abaixo
(Exemplo 4). Uma vez que o0s exemplos aqui descrevem expe-
riéncias conduzidas em sistema de murideo, a utilizacdo de
anticorpos monoclonais de murideo ¢é satisfatdria. No
entanto, nos métodos de tratamento do invento para uso
humano, sé&do preferidas formas humanizadas dos anticorpos do
presente invento, ou fragmentos destas. O 1Al-Fab referido
nos exemplos abaixo é um fragmento de anticorpo Fab
humanizado gque compreende LCVR de SEQ ID NO: 1 e HCVR de

SEQ ID NO: 2.

Exemglo 1

Estudos de FC/FD de m266-Fab PEG Subcutidneo em Ratinhos

PDAPP

Ratinhos PDAPP transgénicos jovens (3 meses de
idade) sédo utilizados para investigar a resposta
farmacocinética/farmacodindmica no plasma do anticorpo e
complexo anticorpo-Af. VArios anticorpos sdo investigados
incluindo Fab 266 de ratinho (m266-Fab), m266-Fab + PEG 5
KD, m266-Fab + PEG 10 KD, m266-Fab + PEG 20 KD, e anticorpo
IgG m266 inteiro intacto. Ratinhos PDAPP+/- sdo injectados
subcutaneamente com 1 mg/kg de anticorpo e o plasma é
subsequentemente isolado nos seguintes momentos: 1, 4, 8§,
24, 48, 96, 168, e 240 horas apbdés a dose. 0Os animais
recebendo o anticorpo m266-Fab sdo analisados com momentos
iniciais adicionais devido a rapida renovacdo desta porcéo.

Os momentos para o m266-Fab sdo como se segue: 1, 4, 8, 12,
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16, 24, e 48 horas apds a dose. Um total de cinco animais é
analisado por anticorpo por momento. Sangue completo é
obtido através de puncédo cardiaca com agulhas de calibre 23
ligadas a seringas de 1 cm® previamente enxaguadas com EDTA
0,5 M. As amostras de sangue sdo incubadas em gelo durante
o0 procedimento de isolamento e subsequentemente centrifu-
gadas a 14.000 rpm numa microcentrifuga refrigerada a 4
graus durante 15 minutos. As amostras de plasma resultantes

sdo divididas em aliquotas e armazenadas a -80 graus.

A. Metodologia para andlises da FC de Fab

As concentracdes plasméticas de Fab sédo
determinadas utilizando um ELISA de captura de antigénio.
Resumidamente, as placas sdo revestidas com conjugado AB-
BSA de um dia para o outro a 4°C ou 1 hora a 37°C, em
seguida bloqueadas com tampdo de caseina Pierce. Os
padrdes, amostras de controlo e amostras de estudo séao
adicionados as placas, seguidos de uma hora de incubacédo a
temperatura ambiente. Um anti-ratinho de cabra-HRP &
utilizado para deteccdo e uma resposta colorimétrica é
revelada com o substrato OPD. As placas sdo lidas a uma
absorvéncia de A493 com uma referéncia de A700. As
concentracdes de imunorreactividade de amostras de plasma
sdo determinadas a partir de curvas padrdo preparadas a
partir de quantidades conhecidas de Fab m266 no plasma de
ratinho wutilizando um algoritmo de pardmetro 4/5. O
intervalo do ensaio para o Fab m266 ¢ de 0,05 a 0,5 pg/ml.

O intervalo para os Fab PEGuilados é de 0,075 a 0,8 ug/ml.
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As concentracdes de imunorreactividade das
amostras de plasma sdo determinadas a partir de curvas
padrdo preparadas a partir de quantidades conhecidas de Fab
m266 no plasma de ratinho wutilizando um algoritmo de
pardmetro 4/5. O intervalo de ensaio para o Fab 266 é de
0,05 a 0,5 pg/ml. O intervalo para os Fab PEGuilados ¢ de
0,075 a 0,8 pg/ml. Os resultados demonstram claramente que
a adicdo de uma molécula de PEG e o aumento do tamanho da
molécula de PEG aumentam a retencdo dos Fab peguilados no
plasma (2545 ng/ml apds 8 horas para o m266-Fab peguilado
de 20K) em comparacdo com os m266-Fab ndo peguilados (350

ng/ml apbés 8 horas).

B. Ensaio ELISA de AP do m266

Para medir a quantidade de AB no plasma quer na
auséncia quer na presenca de anticorpo terapéutico (inteiro
ou fragmento Fab), ¢é desenvolvido e utilizado um ensaio
ELISA. Os péptidos AP a medir nestes ensaios sdo AB1-40 ou
APl-42 inteiros. Placas de ELISA de 96 pocos Immulon 4HBX
de 96 pocos (ThermolLabsystems) sdo revestidas de um dia
para o outro a 4 graus com o anticorpo de captura C-
terminal (m2G3 para placas AB40 ou m21F12 para placas de
AB42) com 10 pg/ml em PBS (100 pl por poco). As placas de
teste sdo seladas para evitar a evaporacdo durante a
incubacdo de um dia para o outro. No dia seguinte, a
solucdo dos pocos é removida e os pocos sdo lavados trés
vezes com PBS (400 pl por pocgo) com uma magquina de lavar de

placas de 96 pocos Labsystems. O tampédo de bloqueio (360 ul
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de leite a 1%-PBS) é adicionado e as placas incubadas a 37
graus durante uma hora. As amostras sdo preparadas através
da diluicdo do plasma nos diluentes da amostra para
produzir o seguinte: plasma a 20%, guanidina 0,5 M, Tris 5
mM, pH 8,0, mistura de inibidores de proteases 0,5x, m266 a
25 pg/ml, e PBS. Pode ser necesséario que o volume de plasma
utilizado no ensaio seja diminuido em certos momentos
devido aos elevados niveis de péptido AP presentes, e
nestes casos, o volume de plasma residual ¢é ajustado com
plasma de rato (o volume percentual final é mantido a 20%).
Os padrdes de AP com concentracdes variando de 250 pg/ml a
3,9 pg/ml sdo gerados em diluente padrdo (plasma de rato a
20%, guanidina 0,5 M, Tris 5 mM pH 8,0, e mistura completa
de inibidores de proteases 0,5x livre de EDTA (Roche
Diagnostics), m266 a 25 pg/ml, e PBS). A incorporacdo de 25
ng/ml de m266 intacto tanto da amostra como em diluentes
padrdo é necessiria para neutralizar qualquer interferéncia
negativa que os niveis varidveis dos anticorpos do dominio
central possam exercer no ensaio. Apds bloqueio, as placas
sdo lavadas 4 vezes com PBS. As amostras e os padrdes sé&do
carregados em triplicado (100 pl por poco) e a placa é
selada e incubada de um dia para o outro 4 graus. Na manhé
seguinte, as placas sdo lavadas 4 vezes com PBS-T (PBS +
Tween-20 a 0,05%) e os pocos incubados com o anticorpo
secundario biotinilado m3D6 (100 pl por poco diluido em BSA
a 0,5%/PBS-T) durante 2 horas a temperatura ambiente. Apds
as placas serem lavadas 4 vezes com PBS-T, sdo incubadas
com estreptavidina-poliHRP (1:5000 em BSA/PBS-T a 0,5%)

durante 1,5 horas a temperatura ambiente. As placas sé&o
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lavadas 4 vezes com PBRS-T e sdo adicionados 100 ul por pocgo

de substrato

monitorizada a 650 nm a 15,

TMB (Sigma) .

A progressao

30, e 60 minutos.

colorimétrica é

Tabela 1. Resultados Farmacodindmicos: Concentracéao
Plasmatica Média para AB 40 (pg/ml)

Tempo | Fab Fab m266 + Fab m266 + Fab m266 + m266
(h) m266 PEG 5 kDa PEG 10 kDa PEG 20 kDa |Intacto
1 246,77 253,5 178,4 196, 3 223,77
4 498, 8 693,2 898,1 816, 6 1110
8 576,77 997, 8 1011 1259 1852
12 1530,9
18 |[344,1
24 1181,2 914,7 1728 2966 6919
48 200,1 789, 6 2642 8557
96 79,1 104, 8 329,3 10792
168 62,64 76,49 143,3 9923
240 50,14 98,24 101,2 6114

Para além de um esquema de dosagem mais flexivel,

que pode ser manipulado com base no tamanho do PEG, os

resultados

demonstram

que ©

complexo Fab

PEGuilado-

antigénio n&do se acumula em circulacdo no plasma por um

longo

intacto). O

anticorpo no

periodo de

anticorpo

plasma e

tempo como O
intacto

resulta

anticorpo
prolonga a

no complexo

intacto

(m266

semivida do

antigénio-

anticorpo estar presente em circulacdo no plasma por um

longo periodo de tempo

(> 240 horas).

Os Fab nativos

(Fab
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m266), por outro lado, tém uma velocidade de eliminacéo
réapida e uma semivida curta (<24 horas) que limitam a sua
utilizacdo como terapia. Em contraste, tal como demonstrado
na Tabela 1, os Fab peguilados proporcionam uma molécula de
anticorpo com uma farmacocinética e farmacodindmica que

permitem um melhor regime de dosagem.

Exemelo 2

Estudos de FC/FD de 1lAl-Fab PEG Subcutdneo em Ratinhos

PDAPP

Os estudos sédo realizados em ratinhos transgé-
nicos PDAPP jovens (3 meses de idade) para investigar a
resposta farmacocinética/farmacodindmica no plasma do
anticorpo e complexo anticorpo-ABf. Sdo investigados varios
anticorpos incluindo Fab 1A1 humanizado, Fab 1A1 + PEG 5
KD, Fab 1A1 + PEG 10 KD, e Fab 1Al + PEG 20 KD. Ratinhos
PDAPP+/- sdo 1njectados subcutaneamente com 1 mg/kg de
anticorpo e o ©plasma & subsequentemente isolado em
diferentes momentos, dependendo do grupo de injeccdo de
anticorpo. Sdo usados o0s seguintes momentos para os varios

anticorpos:

Fab 1A1 s&o sangrados a 1, 4, 8, 12, 18, 24, e 48
horas apbés a dose

Fab 1A1 + PEG 5 KD sdo sangrados a 1, 4, 8, 24, 48,
96, e 168 horas apds a dose

Fab 1A1 + PEG 10 KD s&o sangrados a 1, 4, 8, 24, 48,

96, e 168 horas apds a dose
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Fab 1A1 + PEG 20 KD sdo sangrados a 1, 8, 24, 48, 9o,

168, e 240 horas apds a dose
E analisado um total de cinco animais por
anticorpo por momento. As amostras de plasma resultantes

sdo divididas em aliquotas e armazenadas a -80 graus.

A. Metodologia para andlise da FC de Fab

As concentracdes plasmaticas de Fab 1Al para Fab
1Al sé&o determinadas utilizando um ELISA em sanduiche. As
placas sdo revestidas com padrdes de cabra anti-IgG capa
humana, amostras de controlo e amostras de estudo sé&o
adicionadas as placas e depois incubadas durante uma hora a
temperatura ambiente. E utilizado uma IgG de cabra anti-
humano para deteccdo seguida por OPD para uma resposta
colorimétrica. As placas sdo lidas a uma absorvancia de

A493 com uma referéncia de A700.

As concentracdes para as amostras no plasma sé&o
determinadas a partir de curvas padrdo preparadas com
quantidades conhecidas de Fab 1Al em plasma de ratinho
utilizando um algoritmo de pardmetro 4/5; o intervalo para
o0 ensaio de Fab e Fab-PEG 5 KD é de 0,003 a 0,3 pg/ml; os
intervalos para o0s ensaios de Fab-PEG 10 KD s&do 0,006 a 0,2
e 0,04 a 0,4 pg/ml; os intervalos para os ensaios de Fab
PEG 10 KD sdo 0,02-0,4 e 0,04-0,4 ng/ml. Os resultados
demonstram claramente que a adicdo de uma molécula de PEG e
o aumento do tamanho da molécula de PEG aumenta a retencéo

dos Fab peguilados no plasma (77 ng/ml apds 96 horas para
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Fab 1Al Peguilado de 10 KD) em comparacdo com o Fab 1Al né&o

Peguilado (ndo detectéavel apds 24 horas).

B. Ensaio ELISA de AB de 1Al

O ELISA ¢é essencialmente o mesmo que descrito
acima para m266. As amostras sdo preparadas através de
diluicdo de plasma nos diluentes de amostra para produzir o
seguinte: plasma a 20%, guanidina 0,5 M, Tris 5 mM, pH 8,0,
mistura de inibidores de proteases 0,5x, 1Al a 20 nug/ml, e
PBS. Os péptidos AP a medir nestes ensaios sdo AB1-40 ou
APl-42 inteiros. A progressdo colorimétrica é monitorizada
a 650 nm, a 15, 30, e 60 minutos. O0s resultados séo

apresentados na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2. Resultados da Farmacodindmica: Concentracdo Média

no Plasma para AB 40 (pg/ml)

Tempo Fab 1Al Fab 1A1 + PEG|Fab 1Al + PEG|Fab 1Al + PEG
(h) 5 KD 10 KD 20 KD
1 136, 8 117,1 116, 3 111,2
4 153, 6 208, 2 281,6
8 96,65 198,14 406, 3 529, 2
12 131,9
18 105, 9
24 114,7 133, 6 585, 1 1243
48 106, 8 95,12 170,7 642
96 88,48 113,7 177,9
168 93,96 110, 8 125,14
240 200
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De um modo semelhante aos Fab m266 no Exemplo 1,
os dados da Tabela 2 demonstram que os Fab humanizados que
estdo covalentemente ligados a uma molécula de PEG
proporcionam também um perfil de FC/FD ideal permitindo um
programa de dosagem flexivel e evitando ao mesmo tempo a
acumulacdo do complexo anticorpo-antigénio em circulacdo no

plasma por um longo periodo de tempo.

Exemplo 3

Purificagdo de 266 de Murideo e Analogos de Fab 1Al

Humanizado

Os sobrenadantes da cultura de células trans-
fectadas com Fab 266 de ratinho ou Fab 1Al humanizado e
andlogos sdo purificados wutilizando uma estratégia de
cromatografia em dois passos consistindo em cromatografia
de permuta catidnica seguida por cromatografia de excluséo
de tamanho usando resina Superdex 75 (GE Healthcare). Apds
colheita, o sobrenadante da cultura ¢é concentrado utili-
zando TFF e dialisado contra um volume em excesso de 20
vezes de acetato de sédio 10 mM pH 5 de um dia para o outro
a 4°C. O precipitado é removido através de centrifugacdo e
0 sobrenadante é carregado sobre um leito empacotado de SP-
Sepharose (GE Healthcare) carregado com acetato de sdéddio 10

mM pH 5. A coluna é lavada com acetato de sdédio 10 mM pH 5
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contendo quantidades sucessivamente maiores de NaCl até o
fragmento Fab ter eluido, aproximadamente a NaCl 90 a 110
mM. As fraccdes da coluna contendo Fab activo sdo iden-
tificadas e reunidas. O volume é reduzido e o tampédo (PBS)
mudado utilizando um dispositivo de concentracdo centrifuga
(Millipore). O volume final é ajustado a 13 ml e carregado
sobre uma coluna de dimensionamento Superdex 75. As
fraccdes contendo Fab eluindo a aproximadamente 50 KD sé&o
identificadas e reunidas para posterior caracterizacdo e

PEGuilacéo.

Exemglo 4

PEGuilagdo e Caracterizag¢do In vitro

A Cisteina N56C no Fab 1Al purificado a partir de
cultura de células ¢é Dbloqueada para PEGuilacdo. Sé&o
utilizadas contas Reduce-Imm™ Immobilized Reductant de
Pierce para reduzir selectivamente a Cisteina Nb56C. As
contas Reductant sdo extraidas da coluna proporcionada pelo
fabricante e utilizadas de um modo descontinuo. Primei-
ramente sdo activados ~4 ml de contas com 8 ml de DTT 10 mM
em Tampdo de Equilibrio Reduce-IMM #1 (fosfato de sdédio +
EDTA, pH 8,0) durante 30 min. As esferas sdo entdo lavadas
trés vezes com PBS. S&0 adicionados 18 ml de Fab 1Al NbL56C a
1,7 mg/ml em PBS pH 7,4 as contas e ¢ adicionado EDTA 10 mM

a mistura. A mistura ¢é girada e incubada a temperatura
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ambiente durante 4-5 horas. O Fab ¢é separado das contas
utilizando separadores de resina Handee™ e as contas séo
lavadas com PBS. O Fab e as lavagens sdo combinados, e
feitos reagir com um excesso molar de 5 vezes de PEG-
maleimida (20kPEG de NOF; 10kPEG de Sunbio; b5kPEG de
Nektar) durante uma hora. A mistura reaccional é dializada
contra 4 1 de tampdo de acetato de sdédio 10 mM pH 5,0 para
que o Fab e o Fab-PEG possam ser capturados numa coluna SP
Sepharose que é eqgquilibrada com tampdo acetato de sédio 10
mM pH 5,0. O Fab e o Fab-PEG que ndo reagiram s&do eluidos
com um gradiente salino. S&o eluidos entre NaCl 50 mM e 70
mM. A proteina ¢é adicionalmente purificada através de
cromatografia de exclusdo de tamanho (coluna Superdex75, GE
Healthcare) com PBS como fase mével. A reaccdo de reducédo
pode ser ampliada e reduzida. Métodos semelhantes podem ser

utilizados para preparar Fab 266 N56C de murideo PEGuilado.

As amostras sdo analisadas com cromatografia de
exclusédo de tamanho para confirmar a adicdo de PEG ao Fab.
A cromatografia de exclusdo de tamanho é realizada com
coluna TSK G3000PW XL (Tosoh Bioscience). A coluna ¢é
corrida a 0,5 ml/min com PBS mais NaCl 0,35 M a pH 7,4
utilizando uma HPLC analitica Agilent série HP1100 operando
a 214 nm. Além disso, as amostras sdo analisadas com SDS-
PAGE. S&o carregados 10 pg de material purificado num gel
Bis-Tris NuPage® a 4-12% e corado com SimplyBlue™

SafeStain.
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Exemplo 5

Medicdo das Constantes Cinéticas com Biacore

O instrumento BIAcore® 2000 é também usado para
medir a cinética de 1ligacdo. O Biacore® wutiliza as
propriedades bpticas da ressondncia de plasmdo de
superficie para detectar alteracdo na concentracdo proteica
de moléculas interactuantes dentro de uma matriz de
biossensor de dextrano. Excepto tal como observado, todos
08 reagentes e materiais sdo adguiridos a Biacore® AB
(Upsala, Suécia). Todas as medicdes sdo realizadas a 25°C.
As amostras sdo dissolvidas em tampdo HBS-EP (cloreto de
sédio 150 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P-20 a 0,005% (p/v),
e HEPES 10 mM, pH 7,4). O anticorpo de cabra anti-capa
humana é imobilizado em células de fluxo de 1 a 4 de um
chip sensor CM5 a um nivel de 8000 unidades de resposta

(Ru) usando um estojo de acoplamento de aminas.

A ligacdo é avaliada utilizando multiplos ciclos
de anédlise. Cada ciclo ¢é realizado a um caudal de 50
nl/minuto e consiste nos seguintes passos: injeccdo de =20
nl de uma composicdo de ligacdo de anticorpos a 10 npg/ml
com o oObjectivo de uma captura de 400-500 Ru, injeccdo de
250 pl de Abeta Humano (1-40) (a comecar a 200 nM e

utilizando diluicdes em série de duas vezes para cada
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ciclo) seguido de 20 minutos para dissociacdo, e rege-
neracdo utilizando =30 uL de cloridrato de glicina 10 mM,
pH 1,5. As taxas de associacdo e dissociacdo para cada
ciclo s&do avaliadas usando um modelo "de ligacdo 1:1 (de
Langmuir)"™ no suporte 1légico BIAevaluation. 0Os resultados
mostram que a PEGuilacdo no local Nb56C tem pouco impacto na

afinidade do Fab na ligacdo ao Abeta humano.

Exemplo 6

Medigdo das Constantes de Equilibrio com KinExA

E utilizada andlise KinExA como uma abordagem
ortogonal para medir a afinidade de 1ligacdo através da
andlise de ligacdo de equilibrio devido a lenta taxa de
saida do complexo antigénio-Fab. Um instrumento KinExA 3000
(Sapidyne 1Inst. 1Inc.) ¢é usado para medir a cinética de
ligacéo. Resumidamente, o antigénio é covalentemente
acoplado a esferas de Sepharose e a ligacdo de Fab/Fab-PEG
livre as contas ¢é detectada no instrumento. Para medir a
Kd, tubos individuais contendo Fab/Fab-PEG (20 pM ou 500 pM
para o Fab 1A1-20kPEG, 5 pM ou 50 pM para o Fab 1Al) com o
antigénio Abeta humano soluvel diluido em série de forma
decrescente (1-40) (0-10 nM), s&do incubados durante 30-50 h
a 37°C em PBS contendo BSA a 1 mg/ml para assegurar O
alcance do equilibrio. Apds a incubacdo, Fab/Fab-PEG livre

em cada amostra equilibrada é determinado no KinExA 3000 de
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acordo com as instrucdes do fabricante. Os valores de Kg
sdo determinados através da Andlise da Curve n utilizando o
suporte légico KinExA 3000. Os resultados demonstram que o
Fab 1Al se liga fortemente a Abeta humano (19 pM), com uma
afinidade 10 vezes superior em comparacdo com o Fab 266 de
murideo (240 pM). Além disso, a ligacdo covalente de PEG
20K no local N56C nédo tem impacto na afinidade do Fab 1Al

(12 pM) .

Exemelo 7

Anilise de ligagdo da Proteina Precursora de Amildéide (APP)

utilizando ELISA baseado em células

Para avaliar a reactividade cruzada do Fab/mAb
266 com o precursor de Abeta APP, sdo utilizadas células
HEK 293 expressando estavelmente APP (aa 1-751). Estas
células sdo criadas através de clonagem do gene de APP (1-
751) num plasmideo contendo o marcador de resisténcia
neomicina. O plasmideo recombinante ¢ transfectado para
células HEK 293 e as células sdo seleccionadas em G418 a
200 upg/ml para gerar uma linha celular estédvel de sobre-
expressdo. Para ensaios de ligacdo, sdo plagueadas 75.000
células APP 751 em cada poco de uma placa de 96 pocos
revestida com PDL. Apds incubacdo durante 2 dias em meio de
crescimento (DMEM F12, FBS a 5%, Hepes 10 mM pH 7,5, G418 a

200 pg/ml), o liguido é removido e 20 ug/ml de Fab ou mAb
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sdo adicionados em PBS (com Ca/Mg) contendo BSA a 10 mg/ml.
A ligacdo prossegue durante 2 horas a 4°C e as células sdo
lavadas 3x com BSA a 10 mg/ml. Um anticorpo secundario
(anti-cadeia leve capa conjugado com peroxidase de rébano
(hrp)) especifico para a cadeia leve humana ou de ratinho é
adicionado em PBS/BSA (Southern Biotech). Uma diluicdo de
1:5000 em PBS/BSA ¢é utilizada para anti-cadeia leve humana
e 1:2000 para anti-cadeia leve de ratinho. Apds uma hora de
incubacdo a 4°C, as células sdo lavadas com BSA/PBS 5x. A
actividade de hrp, em funcdo da ligacdo de Fab/mAb a APP, &
medida através da adicdo do substrato TMB durante 10
minutos. As reaccgdes sdo transferidas para uma placa de 96
pocos transparente e é medida a absorvancia a 650 nm. Os
dados indicam que o Fab 1Al Peguilado (5 kD, 10 kD, e 20
kD) e o Fab m266 conferem selectividade para o péptido

Abeta em relacdo a APP.
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REIVINDICACOES

1. Molécula compreendendo um  fragmento de
anticorpo Fab que se liga especificamente ao péptido AP
humano entre as posicdes de aminoadcidos 13 a 28, em que o
fragmento de anticorpo compreende uma regido variavel de
cadeia leve de SEQ ID NO: 1 e uma regido varidvel de cadeia
pesada de SEQ ID NO: 2, e em que o referido fragmento de
anticorpo Fab estd covalentemente ligado a uma molécula de
polietilenoglicol de 20 kD na cisteina no aminoacido 56 de

SEQ ID NO: 2.

2. Molécula de acordo com a reivindicacdo 1, em
que a molécula de polietilenoglicol é ligada através de uma

ligacdo maleimida.

3. Molécula de acordo com a reivindicacdo 1 ou

a reivindicacdo 2 para utilizacdo como medicamento.

4, Molécula de acordo com a reivindicacdo 1 ou
a reivindicacdo 2 para utilizacdo no tratamento ou na
prevencdo de uma condicdo associada a actividade do péptido
AP, em que a condicdo é seleccionada a partir de doenca de
Alzheimer, sindroma de Down e angiopatia amildide cerebral

(CAA) .

5. Molécula de acordo com a utilizacdo da

reivindicacdo 4, para utilizacdo no tratamento ou na
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prevencdo de doenca de Alzheimer, em que a referida doenca

de Alzheimer é doenca de Alzheimer pré-clinica.

6. Molécula de acordo com a utilizacdo da
reivindicacdo 4, para utilizacdo no tratamento ou na
prevencdo de doenca de Alzheimer, em que a referida doenca

de Alzheimer ¢ doenca de Alzheimer clinica.

7. Composicdo compreendendo a molécula de acor-

do com a reivindicacdo 1 ou a reivindicacdo 2.

8. Composicdo de acordo com a reivindicacédo 7

compreendendo ainda um suporte farmaceuticamente aceitéavel.

9. Composicdo de acordo com a reivindicacédo 7

ou a reivindicacdo 8 que ¢é adequada para administracéo

subcutéanea.

Lisboa, 14 de abril de 2015
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente é apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissbées e o IEP
declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descrigéo
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