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DESCRIPCION
Anticuerpos antirreceptor de transferrina y procedimientos de uso
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a anticuerpos antirreceptor de transferrina y a procedimientos de uso de los
mismos.

Antecedentes

La penetracion en el cerebro de farmacos de molécula grande esta severamente limitada por la barrera
hematoencefalica (BHE) considerablemente impermeable. Entre las muchas estrategias para superar este
obstaculo, esta utilizar vias de transporte de transcitosis de receptores enddgenos expresados en el endotelio
capilar cerebral. Se han disefiado proteinas recombinantes, tales como anticuerpos monoclonales, contra estos
receptores para permitir la entrega mediada por el receptor de moléculas grandes al cerebro. Se han abordado
estrategias para maximizar la captacion cerebral y al mismo tiempo minimizar la transcitosis inversa de vuelta a la
sangre, y también maximizar el grado de acumulacion después de la dosificacion terapéutica, con el hallazgo de
que los anticuerpos con baja afinidad por los receptores de la BHE ofrecen el potencial de incrementar
sustancialmente el transporte a través de la BHE vy la retencion en el SNC de restos/moléculas terapéuticos
asociados con respecto a anticuerpos tipicos de alta afinidad contra dichos receptores (Atwal et al., Sci. Transl.
Med. 3, 84ra43 (2011); Yu et al., Sci. Transl. Med. 25 de mayo de 2011: vol. 3, Numero 84, pag. 84rad4). Sin
embargo, esos anticuerpos no se unieron especificamente al TfR humano y de primates.

Sumario

Los anticuerpos monoclonales tienen un gran potencial terapéutico para el tratamiento de enfermedades
neuroldgicas o del sistema nervioso central (SNC), pero su paso al cerebro esta restringido por la barrera
hematoencefalica (BHE). Estudios anteriores han demostrado que un porcentaje muy pequefio (aproximadamente
un 0,1 %) de una IgG que circula por el torrente sanguineo cruza a través de la BHE para llegar al SNC
(Felgenhauer, Klin. Wschr. 52: 1158-1164 (1974)), donde la concentracién del anticuerpo en el SNC puede ser
insuficiente para permitir un efecto robusto. Se descubrié previamente que se podia mejorar el porcentaje del
anticuerpo que se distribuye en el SNC sacando provecho de los receptores de la BHE (es decir, receptor de
transferrina, receptor de insulina y similares) (véase, por ejemplo, el documento WO095/02421). Por ejemplo, el
anticuerpo antirreceptor de la BHE se puede hacer multiespecifico para que seleccione como diana uno o mas
antigenos deseados en el SNC, o se pueden acoplar una o0 mas moléculas heterdlogas al anticuerpo antirreceptor
de la BHE; en cualquier caso, el anticuerpo antirreceptor de la BHE puede ayudar a administrar una molécula
terapéutica en el SNC a través de la BHE.

Sin embargo, la seleccién como diana de un receptor de la BHE con un anticuerpo de alta afinidad especifico
tradicional, en general, dio como resultado un incremento limitado en el transporte a través de la BHE. Luego, los
solicitantes descubrieron que la magnitud de captacion y distribucion de anticuerpos en el SNC esta inversamente
relacionada con su afinidad de unidn por el receptor de la BHE entre los anticuerpos anti-BHE estudiados. Por
ejemplo, un anticuerpo de baja afinidad contra el receptor de transferrina (TfR) dosificado a niveles de dosis
terapéutica mejora en gran medida el transporte a través de la BHE y la retencién en el SNC del anticuerpo anti-
TfR con respecto a un anticuerpo anti-TfR de mayor afinidad, y hace posible alcanzar mas facilmente
concentraciones terapéuticas en el SNC (Atwal et al., Sci. Transl. Med. 3, 84ra43 (2011)). La prueba de dicho
transporte a través de la BHE se logré usando un anticuerpo biespecifico que se une tanto a TfR como a la enzima
de escision de la proteina precursora amiloidea (APP), B-secretasa (BACE1). Una dosis sistémica Unica del
anticuerpo biespecifico anti-TfR/BACE1 genomanipulado usando la metodologia de la invencidn no solo dio como
resultado una captacion significativa de anticuerpos en el cerebro, sino también niveles drasticamente reducidos
de AB1.40 en el cerebro en comparacién con anti-BACE1 monoespecifico solo, lo que sugiere que la penetrancia
en la BHE afecta a la potencia de anti-BACE1. (Atwal et al., Sci. Transl. Med. 3, 84ra43 (2011); Yu et al., Sci.
Transl. Med. 3, 84rad4 (2011)).

Esos datos y experimentos destacaron varios mecanismos causales detras del incremento de la captacién de un
anticuerpo en el SNC usando un enfoque de anticuerpo de menor afinidad. En primer lugar, los anticuerpos
antirreceptor de la BHE (R-BHE) de alta afinidad (por ejemplo, el anti-TfR” de Atwal et al. y Yu et al., supra) limitan
la captacion cerebral saturando rapidamente el R-BHE en la vasculatura cerebral, reduciendo, por tanto, la cantidad
total de anticuerpo captado por el cerebro y restringiendo también su distribucion a la vasculatura.
Sorprendentemente, la reduccién de la afinidad por el R-BHE mejora la captacion y distribucion cerebrales, con un
solido cambio observado en una localizacién desde la vasculatura a las neuronas y neurépilo asociado distribuido
dentro del SNC. En segundo lugar, se propone la menor afinidad del anticuerpo por el R-BHE para alterar la
capacidad del anticuerpo de regresar al lado vascular de la BHE por medio del R-BHE desde el lado del SNC de
la membrana debido a que la afinidad global del anticuerpo por el R-BHE es baja y la concentracion local del
anticuerpo en el lado del SNC de la BHE no es saturante debido a la rapida dispersién del anticuerpo en el
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compartimento del SNC. En tercer lugar, in vivo, y como se observa para el sistema de TfR, los anticuerpos con
menos afinidad por el R-BHE no se eliminan del sistema tan eficazmente como los que tienen mayor afinidad por
el R-BHE vy, por tanto, permanecen a mayores concentraciones circulantes que sus homélogos de mayor afinidad.
Esto es ventajoso porque los niveles de anticuerpos circulantes del anticuerpo de menor afinidad se mantienen a
niveles terapéuticos durante un periodo de tiempo mas largo que el anticuerpo de mayor afinidad que, en
consecuencia, mejora la captacion de anticuerpo en el cerebro durante un periodo de tiempo mas largo. Ademas,
esta mejoria tanto en la exposicidn de plasma como en la de cerebro puede reducir la frecuencia de dosificacién
en la clinica, 1o que tendria beneficio potencial, no solo para el cumplimiento y la comodidad del paciente, sino
también en la disminucién de los efectos secundarios potenciales o efectos fuera de la diana del anticuerpo y/o de
un compuesto terapéutico acoplado al mismo.

Los anticuerpos anti-R-BHE de baja afinidad descritos en el trabajo mencionado anteriormente se
seleccionaron/genomanipularon para evitar la interferencia con la union natural entre la transferrinay el TfR y, por
tanto, para evitar efectos secundarios potenciales relacionados con el transporte de hierro. No obstante, tras la
administracién de determinados de estos anticuerpos en ratones, se observaron algunos efectos secundarios
marcados. Los ratones mostraron una respuesta primaria de disminucién robusta de las poblaciones de
reticulocitos acompafiada de sintomas clinicos agudos de aparicién rapida. Aunque los ratones se recuperaron
tanto de los sintomas clinicos agudos como de los niveles disminuidos de reticulocitos a su debido tiempo, es
claramente deseable evitar o mitigar de otro modo este impacto sobre los reticulocitos para que un anticuerpo anti-
TfR se pueda usar de forma segura como molécula terapéutica. Se descubrié que la respuesta primaria a la
administracidon de anti-TfR (disminucidn robusta de reticulocitos y signos clinicos agudos) esta impulsada en gran
parte por la actividad de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) del anticuerpo, mientras que el
efecto residual de disminucién de reticulocitos esta mediada por la via del complemento.

K. Polakova, M. Karpatova (Neoplasm, 38, 1 1991) describen el anticuerpo monoclonal TR-19 dirigido al receptor
de transferrina humano (CD71). Ademas, este estudio caracteriza el anticuerpo antitransferrina MEM-75 que se
une al receptor de transferrina humano distante del sitio de unién de la transferrina.

El documento WO 2012/075037 describe anticuerpos contra el receptor de transferrina que pueden administrar
tratamientos a través de la barrera hematoencefélica (BHE). La magnitud de la captacién de anticuerpos
antitransferrina en el sistema nervioso central a través de la BHE est4 inversamente relacionada con su afinidad
de unidn al receptor de transferrina.

Steven M. Paul (Science Translation Medicine, vol. 3, nimero 84, p. 1 — 5, mayo de 2011) revisa el enfoque para
tratar la enfermedad de Alzheimer inhibiendo la enzima B-secretasa (BACE1) usando un anticuerpo monoclonal
biespecifico humano que usa transcitosis mediada por receptor para cruzar la barrera hematoencefalica. El
anticuerpo biespecifico selecciona como diana tanto BACE1 como el receptor de transferrina humano.

Jessica A. Couch et al. (Science Translation Medicine, vol. 5, nimero 183, p. 1 — 5, mayo de 2013) describen
anticuerpos antirreceptor de transferrina multiespecificos, en particular un anticuerpo biespecifico dirigido al
receptor de transferrina y BACE1. Estos anticuerpos cruzan la barrera hematoencefélica y reconocen el receptor
de transferrina humano y de ratén.

Estos estudios anteriores utilizaron anticuerpos de ratén que se unieron especificamente a TfR de raton, pero que
no reconocieron especificamente TfR de primate o humano. En consecuencia, la invencidn proporciona
anticuerpos y partes funcionales de los mismos que reconocen especificamente TfR tanto de primate como
humano, para facilitar los estudios de seguridad y eficacia en primates con los anticuerpos antes del uso terapéutico
o diagndstico en seres humanos. Los estudios in vitro que usan una linea celular de eritroblastos humanos y células
primarias de médula ésea tratadas con los anticuerpos anti-TfR humanos de la invencion demostraron que también
se puede observar una disminucién robusta de células eritroides positivas para TfR en sistemas celulares
humanos/de primates como se observa en ratones (véase, por ejemplo, el ejemplo 4). En consecuencia, también
se proporcionan en el presente documento modificaciones a los anticuerpos de la invencidn para reducir o eliminar
en gran medida la reduccién no deseada de la poblacion de reticulocitos que expresan TfR tras la administracién
de anti-TfR y al mismo tiempo permitir todavia el transporte potenciado a través de la BHE, la distribucién
incrementada en el SNC vy la retencién en el SNC proporcionados por los anticuerpos anti-TfR humanos/de
primates administrados en concentraciones terapéuticas. En el presente documento se proporcionan varios
enfoques generales para mitigar el efecto observado de los anticuerpos anti-TfR de la invencién sobre la
disminucion de reticulocitos tanto primaria como residual, y se pueden usar solos 0 en combinacion.

En un enfoque, la funcidon efectora del anticuerpo anti-TfR humano/de macaco cangrejero se reduce o elimina para
reducir o eliminar la actividad de ADCC. En otro enfoque, la afinidad del anticuerpo anti-TfR humano/de macaco
cangrejero por el TfR humano o de primate se reduce aln mas de modo que las interacciones del anticuerpo con
la poblacion de reticulocitos son menos perjudiciales para esa poblacién. Un tercer enfoque se dirige a reducir la
cantidad de anticuerpo anti-TfR humano/de macaco cangrejero que esta presente en el plasma para reducir la
exposicion de la poblacién de reticulocitos a concentraciones potencialmente perjudiciales del anticuerpo. Un
cuarto enfoque busca proteger, estabilizar y/o reponer las poblaciones de reticulocitos de modo que se evite,
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reduzca o mitigue cualquier disminucidn potencial de la poblacidn de reticulocitos en circulaciéon o en la médula
6sea mediante la administracion del anticuerpo anti-TfR humano/de macaco cangrejero.

La reduccion o eliminacién de la funcion efectora, como se describe en el presente documento, se puede lograr
mediante: (i) reduccion o eliminacidon de la glucosilacién natural del anticuerpo en mamiferos (por ejemplo,
produciendo el anticuerpo en un entorno donde dicha glucosilacidon no se puede producir, mutando uno o mas
puntos de fijacién de carbohidratos de modo que el anticuerpo no se pueda glucosilar, o retirando quimica o
enzimaticamente uno o mas carbohidratos del anticuerpo después de que se ha glucosilado); (i) mediante
reduccién o eliminacién de la capacidad de unién al receptor de Fc del anticuerpo anti-TfR humano/de macaco
cangrejero (por ejemplo, mediante mutacion de la region Fc, mediante delecion dentro de la regién Fc o eliminacién
de laregion Fc); o (iii) mediante la utilizacidén de un isotipo de anticuerpo que se sabe que tiene una funcion efectora
minima o nula (es decir, que incluye, pero sin limitarse a, 1gG4).

La disminucidn de la activacion del complemento del anticuerpo, como se describe en el presente documento, se
puede lograr mediante la reduccién o eliminacion de la capacidad de union a C1q del anticuerpo anti-TfR
humano/de macaco cangrejero (por ejemplo, mediante mutacién de, delecién dentro de o eliminacion de la region
Fc, o modificando la porcién no Fc del anticuerpo anti-TfR humano/de macaco cangrejero), o suprimiendo de otro
modo la activacion o actividad del sistema del complemento (por ejemplo, coadministrando uno o mas inhibidores
de la activacion de la via del complemento o de la actividad de la via del complemento).

Cuando la unién del anticuerpo anti-TfR humano/de macaco cangrejero al TfR humano o de macaco cangrejero
en reticulocitos u otros tipos de células que expresan niveles altos de TfR desencadena su disminucién, como
ocurre con los anticuerpos anti-TfR humano/de macaco cangrejero ejemplificados en el presente documento, la
reduccion de la unién de los anticuerpos al TfR humano o de macaco cangrejero en los reticulocitos u otros tipos
de células deberia, a su vez, disminuir la cantidad de disminucion de reticulocitos u otros tipos de células en la
circulacion o en la médula 6sea observada tras la administracién del anticuerpo. La afinidad del anticuerpo anti-
TfR humano/de macaco cangrejero por TfR de primate o humano se puede modificar usando cualquiera de los
procedimientos descritos en el presente documento y como se muestra en los ejemplos.

La reduccién de la cantidad de anticuerpo anti-TfR humano/de macaco cangrejero presente en el plasma para
reducir la exposicion de la poblacidn de reticulocitos a concentraciones potencialmente perjudiciales del anticuerpo
se puede lograr de varias maneras. Un procedimiento consiste simplemente en disminuir la cantidad del anticuerpo
que se dosifica, potencialmente al mismo tiempo que se incrementa la frecuencia de la dosificacién, de modo que
se reduce la concentracién maxima en el plasma, pero se mantiene un nivel sérico suficiente para la eficacia, al
mismo tiempo que todavia esta por debajo del umbral del efecto secundario de disminucion de células. Otro
procedimiento, que se puede combinar con modificaciones de dosificacidén, es seleccionar 0 genomanipular un
anticuerpo anti-TfR que tiene una unién sensible al pH a TfR de modo que se une a la superficie celular de TfR en
el plasma a pH 7,4 con una afinidad deseablemente baja como se describe en el presente documento, pero tras la
internalizacion en un compartimento endosémico, dicha unién a TfR se reduce rapida y significativamente al pH
relativamente menor de ese compartimento (pH 5,5-6,0). Dicha disociacién puede proteger al anticuerpo de la
eliminacion mediada por antigeno, o incrementar la cantidad de anticuerpo que se administra al SNC o bien se
recicla de vuelta a través de la BHE; en cualquier caso, la concentracion eficaz del anticuerpo se incrementa con
respecto a un anticuerpo anti-TfR que no comprende dicha sensibilidad al pH, sin que se incremente la dosis
administrada del anticuerpo y, a su vez, permitiendo potencialmente una dosis menor del anticuerpo con un riesgo
concomitantemente menor de efectos secundarios.

La proteccion, estabilizacion y/o reposicién de poblaciones de reticulocitos se puede lograr usando procedimientos
farmacéuticos o fisicos. Ademas del anticuerpo anti-TfR humano/de macaco cangrejero, se puede coadministrar
al menos un agente terapéutico adicional (simultanea o secuencialmente) que mitigue los efectos secundarios
negativos del anticuerpo en las poblaciones de reticulocitos. Los ejemplos de dichos agentes terapéuticos incluyen,
pero no se limitan a, eritropoyetina (EPO), suplementos de hierro, vitamina C, acido félico y vitamina B12. El
reemplazo fisico de glébulos rojos (es decir, reticulocitos) también es posible mediante, por ejemplo, transfusién
con células similares, que pueden ser de otro individuo de tipo sanguineo similar o se pueden haber extraido
previamente del sujeto al que se le administré el anticuerpo anti-TfR humano/de macaco cangrejero.

Un experto en la técnica apreciara que se puede emplear cualquier combinacién de los procedimientos anteriores
para genomanipular un anticuerpo (y/o una pauta posologica para el mismo) con el equilibrio 6ptimo entre (i) la
afinidad deseablemente baja por el TfR de primate o humano que maximizara el transporte del anticuerpo y de
cualquier compuesto conjugado al SNC; (ii) la afinidad del compuesto conjugado (incluyendo, como ejemplo no
limitante, una segunda u otra especificidad de unidén al antigeno en el anticuerpo anti-TfR humano/de macaco
cangrejero) por su antigeno del SNC, ya que esto es relevante para la cantidad del compuesto que necesita estar
presente en el SNC para tener un efecto terapéutico; (iii) la tasa de eliminacidn del anticuerpo anti-TfR humano/de
macaco cangrejero; (iv) la labilidad del anti-TfR/compuesto conjugado a pH bajo para facilitar la liberacidon del
compuesto conjugado en el lado del SNC/cerebro de la BHC, y (v) el impacto sobre las poblaciones de reticulocitos.

También se apreciara que el efecto de disminucidn de reticulocitos reconocido en el presente documento de la
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administracién de anticuerpos anti-TfR puede ser util en el tratamiento de cualquier enfermedad o trastorno donde
la proliferacidén excesiva de reticulocitos sea problematica. Por ejemplo, en la policitemia congénita o la policitemia
vera neoplasica, los recuentos elevados de gldbulos rojos debido a la hiperproliferacién de, por ejemplo,
reticulocitos, dan como resultado un espesamiento de la sangre y sintomas fisiolégicos concomitantes. La
administracidn de un anticuerpo anti-TfR humano/de macaco cangrejero de la invencién en el que se conserva al
menos funcién efectora parcial del anticuerpo permitiria la retirada selectiva de poblaciones de reticulocitos
inmaduros sin afectar al transporte normal de transferrina al SNC. La dosificacién de dicho anticuerpo se podria
modular de modo que los sintomas clinicos agudos se pudieran minimizar (es decir, dosificando a una dosis muy
baja o a intervalos ampliamente espaciados), como se entiende bien en la técnica.

Anti-TfR/BACE1 y anti-TfR/Abeta son candidatos terapéuticos prometedores y novedosos para el tratamiento de
la enfermedad de Alzheimer. Ademas, la tecnologia de diana biespecifica basada en el transporte mediado por
receptores (TMR) abre la puerta a una amplia gama de agentes terapéuticos potenciales para las enfermedades
del SNC. La invencién proporciona procedimientos de genomanipulacién de tratamientos que penetran en la BHE
que mejoran en gran medida el transporte a través de la BHE vy la distribucién en el SNC del agente terapéutico
sin disminucién de reticulocitos.

La invencion se define por las reivindicaciones adjuntas.

En consecuencia, en un primer modo de realizacién, la invencidn proporciona un anticuerpo aislado que se une al
receptor de transferrina humana (TfR) y a TfR de primate, en el que el anticuerpo no inhibe la unién de transferrina
al TfR, en el que el anticuerpo comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 153 y una secuencia de VL de
SEQ ID NO: 105. En un aspecto, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En otro aspecto, el anticuerpo es un
anticuerpo humano. En otro aspecto, el anticuerpo es un anticuerpo humanizado. En otro aspecto, el anticuerpo
es un anticuerpo quimérico. En otro aspecto, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo que se une a TfR humano
y a TfR de primate.

En un aspecto del modo de realizacion anterior, el anticuerpo se acopla a un compuesto terapéutico. En uno de
dichos aspectos, el anticuerpo es un anticuerpo multiespecifico y el compuesto terapéutico opcionalmente forma
una porcidon del anticuerpo multiespecifico. En uno de dichos aspectos, el anticuerpo multiespecifico comprende
un primer sitio de unién a antigeno que se une a TfR y un segundo sitio de unién a antigeno que se une a un
antigeno cerebral. En uno de dichos aspectos, el antigeno cerebral se selecciona del grupo que consiste en: beta-
secretasa 1 (BACE1), Abeta, receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HERZ2), tau, apolipoproteina E (ApoE), alfa-sinucleina, CD20, huntingtina,
proteina priénica (PrP), cinasa 2 de repeticién rica en leucina (LRRK2), parkina, presenilina 1, presenilina 2,
gamma-secretasa, receptor de muerte 6 (DR6), proteina precursora amiloidea (APP), receptor de neurotrofina p75
(P75NTR), y caspasa 6. En otro de dichos aspectos, el anticuerpo multiespecifico se une tanto a TfR como a
BACE1. En otro de dichos aspectos, el anticuerpo multiespecifico se une tanto a TfR como a Abeta. En otro de
dichos aspectos, el compuesto terapéutico es un farmaco para trastornos neurolégicos. Cualquier referencia en la
descripcion a procedimientos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones farmacéuticas y
medicamentos de la presente invencion para su uso en un procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano
(o animal) por tratamiento (o para diagnostico).

Breve descripcioén de las figuras

La figura 1 representa una estructura cristalina tridimensional de un dimero de TfR en complejo con Tf, en base al
archivo pdb 3SM9. La regién apical de TfR que no se une a Tf estda marcada.

Las figuras 2A-2B representan el analisis por FACS de sobrenadantes de clones originales de hibridoma de ratén
que se unen a TfR humano y de macaco cangrejero expresado de forma transitoria en células 293 en presencia
de holo-Tf humano 1 uM. A menos que se indique de otro modo, el trazo gris relleno en cada grafico es el fondo
del anticuerpo de deteccion, el trazo gris medio se une a células 293 que expresan de forma enddgena niveles
basales de TfR humano, el trazo negro en negrita representa la unién a TfR humano expresado de forma transitoria
y el trazo gris fino representa la unién a TfR de macaco cangrejero expresado de forma transitoria.

La figura 2C representa los resultados de los ensayos de competencia de anticuerpos con reaccién cruzada de
humano/macaco cangrejero como se describe en el ejemplo 1. Se encontré que nueve de los catorce clones
bloqueaban la unién del anticuerpo de union apical presentado en el fago.

Las figuras 3A-1, 3A-2, 3B-1, 3B-2, 3C-1, 3C-2, 3D-1y 3D-2 representan las secuencias de la region variable de
la cadena pesada y ligera de clones de hibridoma que se unen a regiones apicales y no apicales de TfR. Las
secuencias se pueden subdividir ademas por epitopo y similitud de secuencia en clase I-lll (aglutinantes apicales)
y clase IV (aglutinantes no apicales). Las HVR de acuerdo con Kabat se indican por subrayado.

Las figuras 4A-1, 4A-2, 4B-1, 4B-2, 4C-1, 4C-2, 4D-1 y 4D-2 representan alineamientos de secuencias
humanizadas para (A) 15G11, (B) 7A4/8A2, (C) 7G7 y (D) 16F6. Cada secuencia de dominio variable ligero o



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2970 063 T3

pesado de ratén (segunda linea) esta alineada con la linea germinal humana mas cercana o el dominio variable
de consenso (primera linea). La versién humanizada de cada anticuerpo se muestra en la parte inferior (tercera
linea). Las diferencias respecto a la linea germinal humana o las secuencias consenso estan sombreadas. Las
secuencias de HVR que se injertaron en la regién estructural humana estan encuadradas. Se indican las
definiciones de CDR de acuerdo con Kabat.

Las figuras 4E-1 y 4E-2 muestran que, para los grupos de anticuerpos de clase I-lll, las formas variantes de los
anticuerpos con modificaciones en uno 0 mas residuos de una FR retuvieron la afinidad y la especificidad de unién.

La figura 5 representa la union de hu7A4.v15, hu15G11.v5 y hu7G7.v1 a huTfR en presencia de holo-Tf 6,3 uM.
La union del anticuerpo a huTfR inmovilizado se muestra en presencia (simbolos abiertos y lineas discontinuas) o
ausencia (simbolos rellenos y lineas continuas) de holo-Tf 6,3 uM.

Las figuras BA-B representan los resultados de la unién HFE-HUTfR y los ensayos de bloqueo de HFE descritos
en el ejemplo 1. La figura 6A muestra la unién del anticuerpo a concentraciones que se incrementan de huTfR
capturado por medio de HFE inmovilizada. La figura 6B muestra la union de huTfR a HFE inmovilizada en presencia
de concentraciones que se incrementan de anticuerpo.

Las figuras 7A-B representan analisis de union de IgG 15G11.v5y 7A4.v5 y variantes Fab Ala en TfR de macaco
cangrejero y humano, que demuestran los efectos sobre la afinidad de las mutaciones de Ala en CDR-L3 y CDR-
H3 de cada anticuerpo evaluado como IgG mediante unién por ELISA e IgG o Fab mediante analisis de SPR para
TfR inmovilizado humano o de macaco cangrejero, como se describe en el ejemplo 2.

Las figuras 8A-B y fas Figuras 9A-B representan los resultados de experimentos que evallan el impacto del estado
de la funcion efectora sobre la actividad de ADCC de anticuerpos anti-TfR humano (“anti-hTFR”) en células
mononucleares primarias de médula ésea humana o en una linea celular de eritroblastos humanos, como se
describe en el ejemplo 4.

La figura 10 representa la dosificacion y esquema de muestreo para el estudio con primates descrito en el ejemplo
5.

Las figuras 11A-11B representan los resultados farmacocinéticos de los experimentos descritos en el ejemplo 5,
especificamente las concentraciones séricas medias individuales y grupales de anti-TfR1/BACE1, anti-
TfR2/BACE1 y anti-gD frente al tiempo después de una Unica administracion en bolo i.v. a 30 mg/kg en macacos
cangrejeros en suero (figura 11A) y LCR (figura 11B).

Las figuras 12A-12E representan los resultados farmacodinamicos de los experimentos descritos en el ejemplo 5,
especificamente las concentraciones medias individuales y grupales de anti-TfR1/BACE1, anti-TfR2/BACE1 y anti-
gD en plasma (A) o LCR (B-E) frente al tiempo después de una Unica administracién en bolo i.v. a 30 mg/kg en
macacos cangrejeros. Los paneles superiores muestran los niveles de Abetal-40 en plasma (figura 12A) y LCR
(figura 12B), mientras que los paneles inferiores muestran niveles de APPa soluble (figura 12C), niveles de APPB
soluble (figura 12D) y proporcion sAPPB/sAPPa (figura 12E) a lo largo del tiempo.

Las figuras 13A-13D representan los resultados del muestreo hematoldgico realizado durante los estudios
descritos en el ejemplo 5. En cada uno de los puntos de tiempo indicados, se midieron los reticulocitos totales
(figura 13A), los gldbulos rojos (Figura 13B), la hemoglobina (figura 13D) y el porcentaje de reticulocitos inmaduros
en el conjunto de reticulocitos totales (figura 13C) usando técnicas estandar.

La figura 14 representa la dosificacion y esquema de muestreo para el estudio con primates descrito en el ejemplo
6.

Las figuras 15A-15B representan los resultados farmacodinamicos (A) y las concentraciones cerebrales de
anticuerpos (B) de los experimentos descritos en el ejemplo 6. Especificamente, la figura 15A muestra la proporcién
media individual y grupal de anti-TfR1/BACE1, anti-TfR2/BACE1, anti-gD y anti-BACE1 de sAPPB/sAPPB en LCR
frente al tiempo después de una Unica administracion en bolo i.v. a 30 mg/kg en macacos cangrejeros. La figura
15B muestra concentraciones individuales de anticuerpo anti-TfR1/BACE1, anti-TfR2/BACE1, anti-gD y anti-
BACE1 en diversas regiones cerebrales a las 24 horas después de la dosis.

Las figuras 16A-B representan las secuencias de aminoacidos de la cadena ligera y pesada del clon YW412.8 anti-
BACE1 obtenido de una categoria no expuesta de la biblioteca de presentacién en fagos de diversidad natural y
formas de afinidad madurada de YW412.8. La fig. 16A representa las alineaciones de secuencias de la cadena
ligera variable (VL) (SEQ ID NO 132-137). La fig. 16B representa las alineaciones de secuencias de la cadena
pesada variable (VH) (SEQ ID NO 138-139). En ambas figuras, las secuencias de HVR para cada clon se indican
por las regiones enmarcadas, indicando el primer recuadro HVR-L1 (fig. 16A) o HVR-H1 (fig. 16B), indicado el
segundo recuadro HVR-L2 (fig. 16A) o HVR-H2 (fig. 16B) e indicando el tercer recuadro HVR-L3 (fig. 16A) o H3
(fig. 16B).
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Las figuras 17A-B representan las secuencias de aminoacidos de la cadena ligera y pesada del clon Fab 12 del
anticuerpo anti-BACE1 obtenido de una categoria no expuesta de la biblioteca de presentaciéon en fagos de
diversidad sintética y formas de afinidad madurada de Fab 12. La fig. 17A representa las alineaciones de
secuencias de la cadena ligera (SEQ ID NO 140-143). La fig. 17B representa las alineaciones de secuencias de la
cadena pesada (SEQ ID NO: 144). En ambas figuras, las secuencias de HVR para cada clon se indican por las
regiones enmarcadas, indicando el primer recuadro HVR-L1 (fig. 17A) o HVR-H1 (fig. 17B), indicado el segundo
recuadro HVR-L2 (fig. 17A) o HVR-H2 (fig. 17B) e indicando el tercer recuadro HVR-L3 (fig. 17A) o HVR-H3 (fig.
17B).

Las figuras 18A-B representan la cadena pesada (fig. 18A; SEQ ID NO. 145) y la cadena ligera (fig. 18B; SEQ ID
NO. 146) de un anticuerpo anti-Abeta ejemplar.

La figura 19 representa las propiedades farmacocinéticas de anti-TfR1/BACE1, anti-Tfr52A/BACE1 y anti-
TfR53A/BACE1 como se describe en el ejemplo 5.

La figura 20 representa las propiedades farmacocinéticas de los anticuerpos 1gG2a anti-TfRD/BACE1 y Anti-gD
murinos con las mutaciones LALAPG de la funcién efectora de Fc como se describe en el ejemplo 7.

La figura 21 representa el recuento de reticulocitos totales e inmaduros en ratones 24 horas después de la
administracién de una dosis de 50 mg/kg de los anticuerpos 1gG2a anti-TfRD/BACE1 y Anti-gD murinos con las
mutaciones LALAPG de la funcién efectora de Fc como se describe en el ejemplo 7.

La figura 22 representa el recuento de reticulocitos totales en ratones 24 horas después de la administracién de
una dosis de 50 mg/kg de los anti-TfR52A/BACE1 (N297G), anti-TfR52A/BACE1 (LA-LAPG), anti-TfR52A/BACE1
(LALAPG/YTE). Anticuerpos TfR52A/BACE1 (LALAPG/AI) en ratones con insercidon génica del receptor de
transferrina humana como se describe en el ejemplo 8.

La figura 23 representa los resultados de experimentos que evallan el impacto del estado de la funcion efectora
sobre la actividad de ADCC de anticuerpos anti-TfR/gD, anti-TfR/BACE1 (N297G), anti-TfR/BACE1 (LA-LAPG),
anti-TfR/BACE1 (N297G/434A/4361) y anti-TfR/BACE1 (LALAPG/YTE) en células mononucleares primarias de
médula 6sea humana o en una linea celular de eritroblastos humanos, como se describe en el ejemplo 8.

La figura 24 representa las secuencias de la region variable de las cadenas pesaday ligera de 1511Gv.5 (cadena
ligera — SEQ ID NO: 105 y cadena pesada — SEQ ID NO: 108) y variantes de afinidad 15G11.52A (cadena ligera
— SEQ ID NO: 105 y cadena pesada — SEQ ID NO: 153), 15G11.53 A (cadena ligera — SEQ ID NO: 105 y cadena
pesada — SEQ ID NO: 154) y 15G11.92A (cadena ligera — SEQ ID NO: 151 y cadena pesada — SEQ ID NO: 108).
Las HVR de acuerdo con Kabat se indican por subrayado.

La figura 25 representa un ensayo de competencia entre 15G11V.5 y anti-TfRC12 como se describe en el ejemplo
1.

Descripcién detallada de modos de realizacién de la invencién
1. Definiciones

"Afinidad” se refiere a la intensidad de la suma total de las interacciones no covalentes entre un unico sitio de union
de una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su compafiero de union (por ejemplo, un antigeno). A menos que
se indique de otro modo, como se usa en el presente documento, "afinidad de union” se refiere a afinidad de unidn
intrinseca que refleja una interaccion 1:1 entre miembros de un par de unién (por ejemplo, anticuerpo y antigeno).
La afinidad de una molécula X por su compafiera Y se puede representar, en general, mediante la constante de
disociacion (KD, que es una proporcion entre la tasa de salida de X de Y (kd o Kdis) y la tasa de entradade Xa Y
(ka o kas)). Una medicién sustitutiva de la afinidad de uno o0 mas anticuerpos por su diana es su concentracién
inhibidora méaxima media (CI50), una medida de la cantidad de anticuerpo que se necesita para inhibir la unién de
un ligando conocido a la diana del anticuerpo en un 50 %. La afinidad se puede medir por procedimientos comunes
conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en el presente documento. Los modos de realizacién ilustrativos
y ejemplares especificos para medir la afinidad de unidén se describen en el presente documento. La "barrera
hematoencefalica" o "BHE" se refiere a la barrera fisiolégica existente entre la circulacion periférica y el cerebroy
la médula espinal (es decir, el SNC) que esta formada por uniones estrechas dentro de las membranas plasmaticas
del endotelio capilar del cerebro, creando una barrera estrecha que restringe el transporte de moléculas al cerebro,
incluso de moléculas muy pequefias tales como urea (60 daltons). La barrera hematoencefalica del cerebro, la
barrera hematomedular de la médula espinal y la barrera hematorretiniana de la retina son barreras capilares
contiguas del SNC, y se denominan conjuntamente en el presente documento la barrera hematoencefalica o0 BHE.
La BHE también engloba la barrera hematocefalorraquidea (plexo coroideo) donde la barrera esta compuesta de
ependimocitos en lugar de células endoteliales de los capilares.
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Los términos “beta amiloide”, “beta-amiloide”, “Abeta”, “B amiloide” y “Ap”, usados de manera intercambiable en el
presente documento, se refieren al fragmento de la proteina precursora amiloidea (*“APP”) que se produce tras la
escision de APP por la B-secretasa 1 (“BACE1”), asi como modificaciones, fragmentos y cualquier equivalente
funcional de los mismos, incluyendo, pero sin limitarse a, AB140 y A 1.42. Es conocido que AP existe en forma
monomeérica, asi como que se asocia para formar oligébmeros y estructuras de fibrillas, que se pueden encontrar
como miembros constituyentes de la placa de amiloide. La estructura y secuencias de dichos péptidos AB son bien
conocidas para un experto en la técnica y los procedimientos para producir dichos péptidos o para extraerlos del
cerebro y otros tejidos se describen, por ejemplo, en Glenner y Wong, Biochem Biophys Res. Comm. 129: 885-
890 (1984). Ademaés, los péptidos AP también estan disponibles comercialmente en diversas formas.
"Inmunoglobulina anti-Abeta”, "anticuerpo anti-Abeta" y "anticuerpo que se une a Abeta" se usan de manera
intercambiable en el presente documento y se refieren a un anticuerpo que se une especificamente a Abeta
humano. Un ejemplo no limitante de un anticuerpo anti-Abeta es crenezumab. Otros ejemplos no limitantes de
anticuerpos anti-Abeta son solanezumab, bapineuzumab, gantenerumab, aducanumab, ponezumab y cualquier
anticuerpo anti-Abeta divulgado en las siguientes publicaciones: Documentos W02000162801, W02002046237,
WO02002003911, WO2003016466, WO2003016467, WO2003077858, WO2004029629, WO2004032868,
WO02004032868, WO2004108895, WO2005028511, WO2006039470, WO2006036291, WO2006066089,
WO02006066171, WO2006066049, WO2006095041, WO2009027105.

Los términos "crenezumab”" y "MABT5102A" se usan de manera intercambiable en este documento y se refieren a
un anticuerpo anti-Abeta especifico que se une a las formas monomeéricas, oligoméricas y de fibrilla de Abeta, y
que esta asociado con el numero de registro CAS 1095207. En un modo de realizacidon, dicho anticuerpo
comprende secuencias expuestas en las figuras 18Ay 18B.

"Portador de apolipoproteina E4" o "portador de ApoE4", usados de manera intercambiable en el presente
documento con "positivo para apolipoproteina E4" o "positivo para ApoE4", se refiere a un individuo que tiene al
menos un alelo de apolipoproteina E4 (o "ApoE4"). En el presente documento se hace referencia a un individuo
con cero alelos de ApoE4 como “negativo para ApoE4” o “no portador de ApoE4”. Véase también Prekumar, et al.,
1996, Am. J Pathol. 148:2083-95.

El término "edema angiégeno cerebral” se refiere a una acumulacién excesiva de fluido o proteina intravascular en
los espacios intracelulares o extracelulares del cerebro. El edema angiégeno cerebral es detectable por, por
ejemplo, RM cerebral, incluyendo, pero sin limitarse a, RM FLAIR, y puede ser asintomatico ("edema vasogénico
asintomatico") o estar asociado con sintomas neuroldgicos, tales como confusién, mareo, vomitos y letargo
("edema angidégeno sintomatico”) (véase Sperling et al. Alzheimer's & Dementia, 7:367, 2011).

El término "macrohemorragia cerebral” se refiere a una hemorragia intracraneal, o sangrado en el cerebro, de un
area que tiene mas de aproximadamente 1 cm de diametro. La macrohemorragia cerebral es detectable por, por
ejemplo, RM cerebral, incluyendo, pero sin limitarse a, RM GRE ponderada en T2* y puede ser asintomatica
(“macrohemorragia asintomatica”) o estar asociada con sintomas tales como deterioro focal motor o sensitivo
transitorio 0 permanente, ataxia, afasia y disartria (“macrohemorragia sintomatica”) (véase, por ejemplo, Chalela
JA, Gomes J. Expert Rev. Neurother. 2004 4:267, 2004 y Sperling et al. Alzheimer's & Dementia, 7:367, 2011).

El término "microhemorragia cerebral" se refiere a una hemorragia intracraneal, o sangrado en el cerebro, de un
area que tiene menos de aproximadamente 1 cm de diametro. La microhemorragia cerebral es detectable por, por
ejemplo, RM, incluyendo, pero sin limitarse a, RM GRE ponderada en T2* y puede ser asintomatica
(“microhemorragia asintomatica”) o se puede asociar potencialmente con sintomas tales como deterioro focal
motor o sensitivo transitorio o permanente, ataxia, afasia y disartria (“microhemorragia sintomatica”). Véase, por
ejemplo, Greenberg, et al., 2009, Lancet Neurol. 8:165-74.

El término "derrame sulcal" se refiere a un derrame de fluido en los pliegues, o surcos, del cerebro. Los derrames
sulcales son detectables por, por ejemplo, RM cerebral, incluyendo, pero sin limitarse a, MR FLAIR. Véase Sperling
et al. Alzheimer's & Dementia, 7:367, 2011.

El término "siderosis superficial del sistema nervioso central" se refiere a sangrado o hemorragia en el espacio
subaracnoideo del cerebro y es detectable por, por ejemplo, RM cerebral, incluyendo, pero sin limitarse a, RM GRE
ponderada en T2*. Los sintomas indicativos de siderosis superficial del sistema nervioso central incluyen sordera
neurosensitiva, ataxia cerebelosa y signos piramidales. Véase Kumara-N, Am J Neuroradiol. 31:5, 2010.

El término "amiloidosis", como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo de enfermedades y
trastornos causados por o asociados con proteinas amiloides o similares a amiloide e incluye, pero no se limita a,
enfermedades y trastornos causados por la presencia o actividad de proteinas similares a amiloide en estado
monomeérico, de fibrilla o polimérico, o cualquier combinacion de los tres, incluyendo por placas de amiloide.

Dichas enfermedades incluyen, pero no se limitan a, amiloidosis secundaria y amiloidosis senil, tales como
enfermedades que incluyen, pero sin limitarse a, trastornos neurolégicos tales como enfermedad de Alzheimer
("EA"), enfermedades o afecciones caracterizadas por una pérdida de capacidad de memoria cognitiva tales como,
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por ejemplo, deterioro cognitivo leve (DCL), demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis (tipo holandés), complejo Parkinson-Demencia de Guam y otras enfermedades
que se basan en o estan asociadas con proteinas similares a amiloide tales como paralisis supranuclear progresiva,
esclerosis multiple, enfermedad de Creutzfeld Jacob, enfermedad de Parkinson, demencia relacionada con el VIH,
ELA (esclerosis lateral amiotrépica), miositis por cuerpos de inclusién (MCI), diabetes de inicio en la edad adulta,
tumores endocrinos y amiloidosis cardiaca senil, y diversas enfermedades oculares, incluyendo degeneracion
macular, neuropatia éptica relacionada con drusas, glaucoma y cataratas debido a depésito de beta-amiloide.

El glaucoma es un grupo de enfermedades del nervio dptico que implican pérdida de células ganglionares de la
retina (CGR) en un patrén caracteristico de neuropatia éptica. Las CGR son las células nerviosas que transmiten
seflales visuales desde el ojo al cerebro. La caspasa-3 y la caspasa-8, dos enzimas principales en el proceso
apoptotico, se activan en el proceso que da lugar a la apoptosis de las CGR. La caspasa-3 escinde la proteina
precursora amiloidea (APP) para producir fragmentos neurotéxicos, incluyendo Abeta. Sin el efecto protector de la
APP, la acumulacion de Abeta en la capa de células ganglionares de la retina da como resultado la muerte de las
CGR y una pérdida irreversible de vision.

El glaucoma a menudo es acompafiado, pero no siempre, de una presién ocular incrementada, que puede ser el
resultado de un bloqueo de la circulacion de acuoso, o su drenaje. Aunque la presién intraocular elevada es un
factor de riesgo significativo para desarrollar glaucoma, no se puede definir ningun umbral de presidn intraocular
que sea determinante para provocar glaucoma. El dafio también puede estar provocado por un riego sanguineo
deficiente a las fibras vitales del nervio éptico, una debilidad en la estructura del nervio y/o un problema en la salud
de las propias fibras nerviosas. El glaucoma no tratado da lugar a dafio permanente del nervio éptico y la resultante
pérdida de campo visual, que puede progresar a ceguera.

El término "enfermedad de Alzheimer leve" o "EA leve" como se usa en el presente documento (por ejemplo, un
"paciente diagnosticado de EA leve") se refiere a una fase de la EA caracterizada por una puntuacion MMSE de
20 a 26.

El término "enfermedad de Alzheimer de leve a moderada” o "EA de leve a moderada", como se usa en el presente
documento, engloba la EA tanto leve como moderada y se caracteriza por una puntuacion MMSE de 18 a 26.

El término "enfermedad de Alzheimer moderada" o "EA moderada” como se usa en el presente documento (por
ejemplo, un "paciente diagnosticado de EA moderada") se refiere a una fase de la EA caracterizada por una
puntuacién MMSE de 18 a 19.

El "sistema nervioso central" 0 "SNC" se refiere al complejo de tejidos nerviosos que controlan la funcidn corporal,
e incluye el cerebro y la médula espinal.

Un "receptor de la barrera hematoencefalica" (abreviado "R-BHE" en el presente documento) es una proteina de
receptor transmembrana expresada en las células endoteliales del cerebro, que es capaz de transportar moléculas
a través de la barrera hematoencefalica. Los ejemplos de R-BHE incluyen, pero no se limitan a, receptor de
transferrina (TfR), receptor de insulina, receptor del factor de crecimiento insulinico (IGF-R), receptores de
lipoproteinas de baja densidad que incluyen, sin limitacién, la proteina 1 relacionada con el receptor de
lipoproteinas de baja densidad (LRP1) y la proteina 8 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad
(LRP8), transportador de glucosa 1 (Glut1) y factor de crecimiento similar al factor de crecimiento epidérmico de
unién a heparina (HB-EGF). Un ejemplo de R-BHE en el presente documento es el receptor de transferrina (TfR).

El término "receptor de transferrina" o "TfR", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier TfR
natural de cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos tales como primates (por ejemplo, seres
humanos) y roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos que se indique de otro modo. El término engloba TfR
sin procesar "de longitud completa”, asi como cualquier forma de TfR que resulte del procesamiento en la célula.
El término también engloba variantes naturales de TfR, por ejemplo, variantes de empalme o variantes alélicas. El
TfR es una glucoproteina transmembrana (con un peso molecular de aproximadamente 180 000) compuesta de
dos subunidades unidas por un puente disulfuro (cada una con un peso molecular aparente de aproximadamente
90 000) implicadas en la captacién de hierro en los vertebrados. En un modo de realizacidn, el TfR en el presente
documento es TfR humano (“hTfR”) que comprende la secuencia de aminoacidos como se expone en Schneider
et al. Nature 311: 675 - 678 (1984), por ejemplo (SEQ ID NO: 1). En otro modo de realizacién, el TfR en el presente
documento es TfR de primate (“pTfR”) que comprende la secuencia de aminoacidos como se expone en la
referencia de Genbank AFD18260.1 (SEQ ID NO: 2). A modo de comparacién, la secuencia de TfR de ratén se
puede encontrar en la referencia de Genbank AAH54522.1 (SEQ ID NO: 3).

Un "trastorno neurolégico" como se usa en el presente documento se refiere a una enfermedad o trastorno que
afecta al SNC y/o que tiene una etiologia en el SNC. Las enfermedades o trastornos del SNC ejemplares incluyen,
pero no se limitan a, neuropatia, amiloidosis, cancer, una enfermedad o trastorno ocular, infeccién virica o
microbiana, inflamacién, isquemia, enfermedad neurodegenerativa, convulsiones, trastornos del comportamiento
y una enfermedad de almacenamiento lisosdmico. Para los propositos de la presente solicitud, se entendera que
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el SNC incluye el ojo, que normalmente esta separado del resto del cuerpo por la barrera hematorretiniana. Los
ejemplos especificos de trastornos neuroldgicos incluyen, pero no se limitan a, enfermedades neurodegenerativas
(incluyendo, pero sin limitarse a, enfermedad con cuerpos de Lewy, sindrome de pospoliomielitis, sindrome de
Shy-Draeger, atrofia olivopontocerebelosa, enfermedad de Parkinson, atrofia de multiples sistemas, degeneracién
estriatonigral, tauopatias (incluyendo, pero sin limitarse a, enfermedad de Alzheimer y paralisis supranuclear),
enfermedades prionicas (incluyendo, pero sin limitarse a, encefalopatia espongiforme bovina, tembladera,
sindrome de Creutzfeldt-Jakob, kuru, enfermedad de Gerstmann-Straussler-Scheinker, caquexia cronica e
insomnio familiar letal), paralisis bulbar, enfermedad de la motoneurona y trastornos heterodegenerativos del
sistema nervioso (incluyendo, pero sin limitarse a, enfermedad de Canavan, enfermedad de Huntington,
lipofuscinosis ceroide neuronal, enfermedad de Alexander, sindrome de Tourette, sindrome del cabello ensortijado
de Menkes, sindrome de Cockayne, sindrome de Halervorden-Spatz, enfermedad de Lafora, sindrome de Rett,
degeneracion hepatolenticular, sindrome de Lesch-Nyhan y sindrome de Unverricht-Lundborg), demencia
(incluyendo, pero sin limitarse a, enfermedad de Pick y ataxia espinocerebelosa), cancer (por ejemplo, del SNC,
incluyendo metastasis cerebrales resultantes de cancer en otras partes del cuerpo).

Un "farmaco para trastornos neurolégicos" es un farmaco o agente terapéutico que trata uno o mas trastornos
neuroldgicos. Los farmacos para trastornos neurologicos de la invencidnincluyen, pero no se limitan a, anticuerpos,
péptidos, proteinas, ligandos naturales de una o mas dianas del SNC, versiones modificadas de ligandos naturales
de una o mas dianas del SNC, aptameros, acidos nucleicos inhibidores (es decir, ARN inhibidores pequefios
(ARNip) y ARN de horquilla corta (ARNhc)), ribozimas y moléculas pequefias, o fragmentos activos de cualquiera
de los anteriores. Se describen farmacos ejemplares para trastornos neurolégicos de la invencion en el presente
documento e incluyen, pero no se limitan a: anticuerpos, aptameros, proteinas, péptidos, acidos nucleicos
inhibidores y moléculas pequefias y fragmentos activos de cualquiera de los anteriores que son por si mismos o
reconocen especificamente y/o actlan sobre (es decir, inhiben, activan o detectan) un antigeno o molécula diana
del SNC tales como, pero sin limitarse a, proteina precursora amiloidea o porciones de la misma, amiloide beta,
beta-secretasa, gamma-secretasa, tau, alfa-sinucleina, parkina, huntingtina, DR6, presenilina, ApoE, marcadores
de glioma u otro cancer del SNC y neurotrofinas. Se proporcionan ejemplos no limitantes de farmacos para
trastornos neurologicos y los trastornos en los que se pueden usar como tratamiento en la siguiente tabla 1:

TABLA 1: Ejemplos no limitantes de farmacos para trastornos neurolégicos y los trastornos correspondientes en
los que se pueden usar como tratamiento

Farmaco Trastorno neurolégico

Anticuerpo anti-BACE1 Enfermedad de Alzheimer, lesidon cerebral aguda
y cronica, apoplejia

Anticuerpo anti-Abeta Enfermedad de Alzheimer

Anticuerpo anti-tau Enfermedad de Alzheimer, tautopatias

Neurotrofina Apoplejia, lesion cerebral aguda, lesién de la

meédula espinal

Factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), factor de | Lesidn cerebral cronica (neurogénesis)
crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2)

Anticuerpo anti-receptor del factor de crecimiento | Cancer de cerebro
epidérmico (EGFR)

Factor neural derivado de la linea celular glial (GDNF) Enfermedad de Parkinson

Factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) Esclerosis lateral amiotréfica, depresién

Enzima lisosdmica Trastornos de almacenamiento lisosomico del
cerebro

Factor neurotréfico ciliar (CNTF) Esclerosis lateral amiotréfica

Neurregulina 1 Esquizofrenia

Anticuerpo  anti-HER2 (por ejemplo, trastuzumab, | Metastasis cerebral de cancer positivo para

pertuzumab, etc.) HER2

Anticuerpo anti-VEGF (por ejemplo, bevacizumab) Glioblastoma recidivante o recién diagnosticado,

glioma maligno recidivante, metastasis cerebral

Un "agente de formacion de imagenes" es un compuesto que tiene una o mas propiedades que permiten detectar
directa o indirectamente su presencia y/o localizacion. Los ejemplos de dichos agentes de formacion de imagenes
incluyen proteinas y compuestos de molécula pequefia que incorporan un resto marcado que permite la deteccion.

Un "antigeno del SNC" o "antigeno cerebral" es un antigeno expresado en el SNC, incluyendo el cerebro, que se
puede seleccionar como diana con un anticuerpo o una molécula pequefia. Los ejemplos de dichos antigenos
incluyen, sin limitacién, beta-secretasa 1 (BACE1), amiloide beta (Abeta), receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2), tau, apolipoproteina E4
(ApoE4), alfa-sinucleina, CD20, huntingtina, proteina prionica (PrP), cinasa 2 de repeticién rica en leucina (LRRK2),
parkina, presenilina 1, presenilina 2, gamma-secretasa, receptor de muerte 6 (DR8), proteina precursora amiloidea
(APP), receptor de neurotrofina p75 (p75NTR), receptor de interleucina 6 (IL6R), receptor de TNF 1 (TNFR1),
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interleucina 1 beta (IL1B) y caspasa 6. En un modo de realizacion, el antigeno es BACE1.

El término "BACE1", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier beta-secretasa 1 natural
(también llamada enzima 1 que escinde la proteina precursora amiloidea del sitio B, proteasa aspartica asociada
amembrana 2, memapsina 2, aspartil proteasa 2 o Asp2) de cualquier fuente de vertebrado, incluyendo mamiferos
tales como primates (por ejemplo, humanos) y roedores (por ejemplo, ratones y ratas), a menos que se indique de
otro modo. El término engloba BACE1 no procesada "de longitud completa”, asi como cualquier forma de BACE1
que resulta del procesamiento en la célula. El término también engloba variantes naturales de BACE1, por ejemplo,
variantes de empalme o variantes alélicas. La secuencia de aminoacidos de un polipéptido de BACE1 ejemplar es
la secuencia para BACE1 humana, isoforma A como se informa en Vassar et al., Science 286:735-741 (1999).
Existen otras varias isoformas de BACE1 humana, incluyendo las isoformas B, C y D. Véase UniProtKB/Swiss-
Prot Entry P56817.

Los términos "anticuerpo anti-beta-secretasa”, "anticuerpo anti-BACE1", "un anticuerpo que se une a beta-
secretasa”" y "un anticuerpo que se une a BACE1" se refieren a un anticuerpo que es capaz de unirse a BACE1
con una afinidad suficiente para que el anticuerpo sea util como agente diagnéstico y/o terapéutico dirigido a
BACE1. En un modo de realizacion, el grado de unién de un anticuerpo anti-BACE1 a una proteina distinta de
BACE1 no relacionada es de menos de aproximadamente un 10 % de la unién del anticuerpo a BACE1 como se
mide, por ejemplo, por un radioinmunoanalisis (RIA). En determinados modos de realizacién, un anticuerpo que se
une a BACE1 tiene una constante de disociacion (Kd) de <1 uM, <100 nM, €10 nM, €1 nM, 0,1 nM, £ 0,01 nM
0 < 0,001 nM (por ejemplo, de 108 M o menos, por ejemplo, de 108 M a 10-'3 M, por ejemplo, de 10° M a 1013 M).
En determinados modos de realizacién, un anticuerpo anti-BACE1 se une a un epitopo de BACE1 que se conserva
en BACE1 de diferentes especies e isoformas. En un modo de realizacién, se proporciona un anticuerpo que se
une al epitopo en BACE1 unido por el anticuerpo anti-BACE1 YW412.8.31. En otros modos de realizacién, se
proporciona un anticuerpo que se une a un exositio dentro de BACE1 localizado en el dominio catalitico de BACE1.
En un modo de realizacion, se proporciona un anticuerpo que compite con los péptidos identificados en Kornacker
et al., Biochem. 44:11567-11573 (2005), (es decir, péptidos 1, 2, 3, 1-11, 1-10, 1-9, 1-8, 1-7, 1-6, 2-12, 3-12, 4-12,
5-12, 6-12, 7-12, 8-12, 9-12, 10-12, 4, 5, 6, 5-10, 5-9, aleatorios, Y5A, P6A, Y7A, F8A 19A, P10Ay L11 A) para
unirse a BACE1. Secuencias ejemplares de anticuerpo contra BACE1 se representan en la fig. 15A-B y fig. 16A-
B. Un anticuerpo ejemplar en el presente documento comprende los dominios variables del anticuerpo YW412.8.31
(por ejemplo, como en las figs. 15A-B).

Una proteina con "secuencia natural" en el presente documento se refiere a una proteina que comprende la
secuencia de aminoacidos de una proteina encontrada en la naturaleza, incluyendo variantes naturales de la
proteina. El término, como se usa en el presente documento, incluye la proteina como se aisla de una fuente
natural de la misma, o que se produce de forma recombinante.

El término "anticuerpo” en el presente documento se usa en el sentido mas amplio y engloba diversas estructuras
de anticuerpos, incluyendo, pero sin limitarse a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo siempre que presenten la
actividad de unién a antigeno deseada.

Un "fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una
porcion de un anticuerpo intacto que se une al antigeno al que se une el anticuerpo intacto. Los ejemplos de
fragmentos de anticuerpos son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Nelson, MAbs (2010) 2(1). 77-
83) e incluyen, pero no se limitan a, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2 y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas
de anticuerpos de cadena sencilla que incluyen, pero sin limitarse a, fragmentos variables de cadena Unica (scFv),
fusiones de dominios de unién a antigeno de la cadena ligera y/o pesada con 0 sin un conector (y opcionalmente
en tandem); y moléculas de unién a antigeno monoespecificas o multiespecificas formadas a partir de fragmentos
de anticuerpos (incluyendo, pero sin limitarse a, anticuerpos multiespecificos construidos a partir de multiples
dominios variables que carecen de regiones Fc).

El término "anticuerpo monoclonal" como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido de
una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles anticuerpos variantes,
por ejemplo, que contienen mutaciones naturales o que pueden surgir durante la produccion del anticuerpo
monoclonal, estando presentes dichas variantes en general en cantidades menores. En contraste con las
preparaciones de anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra
diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacién de anticuerpos monoclonales
se dirige contra un unico determinante en un antigeno. El modificador "monoclonal” indica el caracter del anticuerpo
como que se obtiene de una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se debe interpretar que
requiere la produccién del anticuerpo mediante ningun procedimiento concreto. Por ejemplo, los anticuerpos
monoclonales que se van a usar de acuerdo con la presente invencion se pueden preparar mediante una variedad
de técnicas, que incluyen, pero sin limitarse a, el procedimiento del hibridoma (véase, por ejemplo, Kohler et al.,
Nature, 256:495 (1975)), procedimientos de ADN recombinante (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n°
4.816.567), procedimientos de presentacién en fagos (por ejemplo, usando las técnicas descritas en Clackson et
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al., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)), y procedimientos que utilizan
animales transgénicos que contienen todos o parte de los locus de inmunoglobulina humana, describiéndose en el
presente documento dichos procedimientos y otros procedimientos ejemplares para elaborar anticuerpos
monoclonales. Los ejemplos especificos de anticuerpos monoclonales del presente documento incluyen
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y anticuerpos humanos, incluyendo fragmentos de unién a
antigeno de los mismos.

Los anticuerpos monoclonales en el presente documento incluyen especificamente anticuerpos "quiméricos"
(inmunoglobulinas) en los que una porcién de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homdloga a las secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase de
anticuerpos particular, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es idéntico u homoélogo a las secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de
anticuerpos, asi como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que presenten la actividad bioldgica deseada
(patente de EE. UU. n.° 4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81.6851-6855 (1984)).

Una "region estructural humana aceptadora” para los propdsitos en el presente documento es una region
estructural que comprende la secuencia de aminoacidos de una regién estructural del dominio variable de la
cadena ligera (VL) o una region estructural del dominio variable de la cadena pesada (VH) derivada de una regién
estructural de inmunoglobulina humana o una region estructural consenso humana, como se define a continuacién.
Una region estructural humana aceptadora "derivada de" una regién estructural de inmunoglobulina humana o una
region estructural consenso humana puede comprender la misma secuencia de aminoacidos de la misma, o puede
contener cambios en la secuencia de aminoacidos. En algunos modos de realizacion, el numero de cambios de
aminoacidos es de 10 o menos, 9 0 menos, 8 0 menos, 7 0 menos, 6 0 menos, 5 0 menos, 4 o menos, 3 0 menos
0 2 0 menos. En algunos modos de realizacién, la regién estructural humana aceptadora de VL es idéntica en
secuencia a la secuencia de la regién estructural de inmunoglobulina humana de VL o la secuencia de la regidon
estructural consenso humana.

Una "region estructural consenso humana" es una regién estructural que representa los residuos aminoacidicos
que se producen mas comunmente en una seleccién de secuencias de la region estructural de VL o VH de
inmunoglobulina humana. En general, la seleccién de secuencias de VL o VH de inmunoglobulina humana es de
un subgrupo de secuencias de dominio variable. En general, el subgrupo de secuencias es un subgrupo como en
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicion, publicacion del NIH 91-3242,
Bethesda MD (1991), vols. 1-3. En un modo de realizacién, para el VL, el subgrupo es el subgrupo kappa | como
en Kabat et al., supra. En un modo de realizacién, para el VH, el subgrupo es el subgrupo Il como en Kabat et al.,
supra.

Las formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos
humanizados son anticuerpos humanos (anticuerpo receptor) en las que los residuos de una regién hipervariable
del receptor se reemplazan por residuos de una regidén hipervariable de una especie no humana (anticuerpo
donante), tal como ratén, rata, conejo o primate no humano, que tienen la especificidad, afinidad y capacidad
deseadas. Por ejemplo, en determinados modos de realizacidn, un anticuerpo humanizado comprendera
sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los que todas o sustancialmente
todas las HVR (por ejemplo, CDR) corresponden a las de un anticuerpo no humano, y todas o sustancialmente
todas las regiones estructurales (FR) corresponden a las de un anticuerpo humano. En algunos casos, se
reemplazan residuos de FR de la inmunoglobulina humana por residuos no humanos correspondientes. Ademas,
los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en
el anticuerpo donante. Se pueden realizar estas modificaciones para refinar adicionalmente el funcionamiento del
anticuerpo. En determinados modos de realizacién, un anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente
todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los que todas o sustancialmente todas las
regiones hipervariables se corresponden con las de un anticuerpos no humano y todas o sustancialmente todas
las FR son las de un anticuerpo humano, excepto la(s) sustitucion(ones) de FR como se indica anteriormente. El
anticuerpo humanizado también comprendera opcionalmente al menos una porcién de una regién constante de
anticuerpo, tipicamente la de un anticuerpo humano. Una "forma humanizada" de un anticuerpo, por ejemplo, un
anticuerpo no humano, se refiere a un anticuerpo que se ha sometido a humanizacién. Para otros detalles, véanse
Jones et al., Nature 321 :522-525 (1986); Riechmann et al., Nature 332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct.
Biol 2:593-596 (1992).

Un "anticuerpo humano" en el presente documento es un anticuerpo que comprende una estructura de secuencia
de aminoacidos que se corresponde con la estructura de secuencia de aminoacidos de un anticuerpo producido
por un ser humano o una célula humana o derivado de una fuente no humana que utiliza repertorios de anticuerpos
humanos u otras secuencias que codifican anticuerpos humanos. Esta definicion de un anticuerpo humano excluye
especificamente un anticuerpo humanizado que comprende residuos de union a antigeno no humanos. Dichos
anticuerpos se pueden identificar o elaborar mediante una variedad de técnicas que incluyen, pero sin limitarse a:
produccién por animales transgénicos (por ejemplo, ratones) que son capaces, tras inmunizacion, de producir
anticuerpos humanos en ausencia de produccion de inmunoglobulina enddgena (véanse, por ejemplo, Jakobovits
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et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362:255-258 (1993); Bruggermann et
al., Year in Immuno., 7:33 (1993); y las patentes de EE. UU. n.° 5.591.669, 5.589.369 y 5.545.807)); seleccion de
colecciones de presentacidén en fagos que expresan anticuerpos humanos o fragmentos de anticuerpos humanos
(véanse, por ejemplo, McCafferty et al., Nature 348:552-553 (1990); Johnson et al., Current Opinion in Structural
Biology 3:564-571 (1993); Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581-597
(1991); Griffith et al., EMBO J. 12:725-734 (1993); las patentes de EE. UU. n.° 5.565.332 y 5.573.905); generacién
por medio de linfocitos B activados in vitro (véanse las patentes de EE. UU. n.° 5.567.610 y 5.229.275); y
aislamiento de hibridomas que producen anticuerpos humanos.

Un "anticuerpo multiespecifico" en el presente documento es un anticuerpo que tiene especificidades de unidn por
al menos dos epitopos diferentes. Los anticuerpos multiespecificos ejemplares se pueden unir tanto a un TfR como
a un antigeno cerebral. Los anticuerpos multiespecificos se pueden preparar como anticuerpos de longitud
completa o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos biespecificos F(ab')2). También se contemplan
anticuerpos genomanipulados con dos, tres 0 mas (por ejemplo, cuatro) sitios de union a antigeno funcionales
(véase, por ejemplo, la solicitud de patente de EE. UU. n.° US 2002/0004587 A1, Miller et al.). Los anticuerpos
multiespecificos se pueden preparar como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpo.

Los anticuerpos en el presente documento incluyen "variantes de secuencia de aminoacidos" con la union al
antigeno o la actividad biolégica alterada. Los ejemplos de dichas alteraciones de aminoéacidos incluyen
anticuerpos con afinidad potenciada por el antigeno (por ejemplo, anticuerpos de "afinidad madurada") y
anticuerpos con la regién Fc alterada, si esta presente, por ejemplo, con citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC) y/o citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) alteradas (incrementadas o
disminuidas) (véanse, por ejemplo, el documento WO 00/42072, Presta, L. y el documento WO 99/51642,
Iduosogie et al.); y/o una semivida sérica incrementada y/o disminuida (véase, por ejemplo, el documento WO
00/42072, Presta, L.).

Una "variante de afinidad modificada" tiene uno o mas residuos sustituidos en las regiones hipervariables o
estructurales de un anticuerpo original (por ejemplo, de un anticuerpo original quimérico, humanizado o humano)
que alteran (incrementan o reducen) la afinidad. Una manera conveniente de generar dichas variantes de
sustitucion usa la presentacion en fagos. En resumen, se mutan varios sitios de la region hipervariable (por ejemplo,
6-7 sitios) para generar todas las posibles sustituciones aminoacidicas en cada sitio. Por tanto, las variantes de
anticuerpo generadas se presentan de una forma monovalente a partir de particulas de fagos filamentosos como
fusiones con el producto del gen |ll de M13 empaquetadas dentro de cada particula. Las variantes presentadas en
fagos se criban a continuacidn por su actividad bioldgica (por ejemplo, afinidad de unién). Para identificar los sitios
de la region hipervariable candidatos para la modificacién, se puede realizar mutagénesis por barrido de alanina
para identificar los residuos de la region hipervariable que contribuyen significativamente a la unién a antigeno. De
forma alternativa, o adicionalmente, puede ser beneficioso analizar una estructura cristalina del complejo antigeno-
anticuerpo para identificar puntos de contacto entre el anticuerpo y su diana. Dichos residuos de contacto y
residuos cercanos son candidatos para la sustitucién de acuerdo con las técnicas detalladas en el presente
documento. Una vez que se generan dichas variantes, el panel de variantes se somete a cribado y los anticuerpos
con afinidad alterada se pueden seleccionar para un desarrollo adicional.

Una “variante de anticuerpo sensible al pH” es una variante de anticuerpo que tiene una afinidad de union diferente
por un antigeno diana a un primer pH que la que tiene por ese antigeno diana a un pH diferente. Como ejemplo no
limitante, un anticuerpo anti-TfR de la invencion se puede seleccionar 0 genomanipular para que tenga una unién
sensible al pH a TfR de modo que se una con una afinidad deseablemente baja (como se describe en el presente
documento) a TfR de la superficie celular en el plasma a pH 7,4, pero tras la internalizacion en un compartimento
endosémico, se disocia rapidamente de TfR a un pH relativamente menor (pH 5,5-6,0); dicha disociacién puede
proteger al anticuerpo de la eliminacion mediada por antigeno e incrementar la cantidad de anticuerpo que se
administra al SNC o bien se recicla de vuelta a través de la BHE; en cualquier caso, la concentracion eficaz del
anticuerpo se incrementa con respecto a un anticuerpo anti-TfR que no comprende dicha sensibilidad al pH (véase,
por ejemplo, Chaparro-Riggers et al. J. Biol. Chem. 287(14): 11090-11097; Igawa et al., Nature Biotechnol. 28(11):
1203-1208). La combinacién deseada de afinidades al pH sérico y al pH del compartimento endosémico se puede
determinar facilmente para un TfR y un compuesto conjugado por un experto en la técnica.

El anticuerpo del presente documento se puede conjugar con una "molécula heterdloga”, por ejemplo, para
incrementar la semivida o la estabilidad o para mejorar de otro modo el anticuerpo. Por ejemplo, el anticuerpo se
puede enlazar a uno de una variedad de polimeros no proteinicos, por ejemplo, polietilenglicol (PEG),
polipropilenglicol, polioxialquilenos o copolimeros de polietilenglicol y polipropilenglicol. Los fragmentos de
anticuerpo, tales como Fab', enlazados a una 0 mas moléculas de PEG, son un modo de realizacidn ejemplar de
la invencién. En otro ejemplo, la molécula heterdloga es un compuesto terapéutico o un agente de visualizacién
(es decir, un marcador detectable), y el anticuerpo se usa para transportar dicha molécula heteréloga a través de
la BHE. Los ejemplos de moléculas heterélogas incluyen, pero no se limitan a, un compuesto quimico, un péptido,
un polimero, un lipido, un acido nucleico y una proteina.

El anticuerpo en el presente documento puede ser una '"variante de glucosilacién" de modo que cualquier
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carbohidrato fijado a la regidn Fc, si esta presente, se altera, modifica en presencia/ausencia o bien modifica en
tipo. Por ejemplo, se describen anticuerpos con una estructura glucidica madura que carece de fucosa fijada a una
region Fc del anticuerpo en la solicitud de patente de EE. UU. n.° US 2003/0157108 (Presta, L.). Véase también el
documento US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Se referencian anticuerpos con una N-
acetilglucosamina (GlIcNAc) de biseccion en el carbohidrato fijado a una regién Fc del anticuerpo en el documento
WO 2003/011878, Jean-Mairet et al. y la patente de EE. UU. n.°6.602.684, Umana et al. Se informa de anticuerpos
con al menos un residuo de galactosa en el oligosacarido fijado a una region Fc del anticuerpo en el documento
WO 1997/30087, Patel et al. Véanse también los documentos WO 1998/58964 (Raju, S.) y WO 1999/22764 (Raju,
S.) referentes a anticuerpos con carbohidratos alterados fijados a la region Fc de los mismos. Véase también el
documento US 2005/0123546 (Umana et al.) que describe anticuerpos con glucosilacion modificada. La mutacién
de la secuencia consenso de glucosilacion en la region Fc (Asn-X-Ser/Thr en las posiciones 297-299, donde X no
puede ser prolina), por ejemplo mutando la Asn de esta secuencia a cualquier otro aminoacido, colocando un Pro
en la posicidon 298, o modificando la posicién 299 a cualquier aminoacido distinto de Ser o Thr debe anular la
glucosilacion en esa posicién (véase, por ejemplo, Fares Al-Ejeh et al., Clin. Cancer Res. (2007) 13:5519s-5527s;
Imperiali y Shannon, Biochemistry (1991) 30(18). 4374-4380; Katsuri, Biochem J. (1997) 323(Pt 2). 415-419;
Shakin-Eshleman et al., J. Biol. Chem. (1996) 271: 6363-6366).

El término "regién hipervariable" o "HVR", como se usa en el presente documento, se refiere a cada una de las
regiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia ("regiones determinantes de
la complementariedad” o "CDR") y/o forman bucles estructuralmente definidos ("bucles hipervariables") y/o
contienen los residuos en contacto con el antigeno ("contacto con el antigeno"). En general, los anticuerpos
comprenden seis HVR: tres en el VH (H1, H2, H3) y tres en el VL (L1, L2, L3). Las HVR ejemplares en el presente
documento incluyen:

(a) los bucles hipervariables que se producen en los residuos aminoacidicos 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3),
26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987));

(b) las CDR que se producen en los residuos aminoacidicos 24-34 (L1), 50-56 (L2), 89-97 (L3), 31-35b (H1), 50-
65 (H2) y 95-102 (H3) (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991));

(c) los contactos con el antigeno que se producen en los residuos aminoacidicos 27¢-36 (L1), 46-55 (L2), 89-96
(L3), 30-35b (H1), 47-58 (H2), y 93-101 (H3) (MacCallum et al. J. Mol. Biol. 262:732-745 (1996)); y

(d) combinaciones de (a), (b) y/o (c), que incluyen los residuos aminoacidicos de HVR 46-56 (L2), 47-56 (L2),
48-56 (L2), 49-56 (L2), 26-35 (H1), 26-35b (H1), 49-65 (H2), 93-102 (H3) y 94-102 (H3).

En un modo de realizacién, los residuos de HVR comprenden los identificados en las figuras 3 AD o 4A-D, la tabla
4 o la tabla 5 o en cualquier otro lugar de la memoria descriptiva.

A menos que se indique de otro modo, los residuos de HVR y otros residuos en el dominio variable (por ejemplo,
los residuos de FR) se numeran en el presente documento de acuerdo con Kabat et al., supra.

Los residuos de la "regién estructural”" o "FR" son los residuos del dominio variable distintos de los residuos de la
region hipervariable, como se define en el presente documento. La FR de un dominio variable consiste, en general,
en cuatro dominios de FR: FR1, FR2, FR3 y FR4. En consecuencia, las secuencias de HVR y FR aparecen, en
general, en la siguiente secuencia en VH (o VL): FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4. En determinados
modos de realizacién, se pueden modificar uno o mas residuos de FR para modular la estabilidad del anticuerpo
0 para modular el posicionamiento tridimensional de una 0 mas HVR del anticuerpo para, por ejemplo, potenciar
la unién.

Un "anticuerpo de longitud completa” es uno que comprende una regidn variable de unidn a antigeno, asi como un
dominio constante de la cadena ligera (CL) y los dominios constantes de la cadena pesada, CH1, CH2y CH3. Los
dominios constantes pueden ser dominios constantes de secuencia natural (por ejemplo, dominios constantes de
secuencia natural humana) o variantes de secuencia de aminoéacidos de los mismos.

Los términos "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo intacto" y "anticuerpo completo” se usan en el presente
documento de manera intercambiable para referirse a un anticuerpo que tiene una estructura sustancialmente
similar a una estructura de anticuerpo natural o que tiene cadenas pesadas que contienen una regién Fc como se
define en el presente documento.

Un "anticuerpo no marcado" se refiere a un anticuerpo que no esta conjugado con un resto heterdlogo (por ejemplo,
un resto citotoxico o radiomarcador. El anticuerpo no marcado puede estar presente en una formulacién
farmacéutica.

Los "anticuerpos naturales" se refieren a moléculas de inmunoglobulina naturales con estructuras variables. Por
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ejemplo, los anticuerpos IgG naturales son glucoproteinas heterotetrameras de aproximadamente 150 000 dalton,
compuestas por dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas que se unen con disulfuro. Del
extremo N al C, cada cadena pesada tiene una regién variable (VH), también llamada dominio pesado variable o
dominio variable de la cadena pesada, seguida de tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3). De forma similar,
del extremo N al C, cada cadena ligera tiene una regién variable (VL), también llamada dominio ligero variable o
dominio variable de la cadena ligera, seguida de un dominio ligero constante (CL). La cadena ligera de un
anticuerpo se puede asignar a uno de dos tipos, llamados kappa (K) y lambda (A), en base a la secuencia de
aminoé&cidos de su dominio constante.

Las “funciones efectoras” de los anticuerpos se refieren a aquellas actividades bioldgicas de un anticuerpo que
dan como resultado una activacién del sistema inmunitario distinta de la activacion de la via del complemento.
Dichas actividades se encuentran en gran medida en la regidon Fc (una regidon Fc de secuencia natural o una region
Fc variante de secuencia de aminoacidos) de un anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos
incluyen, por ejemplo, unién al receptor de Fc y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). En un
modo de realizacion, el anticuerpo en el presente documento carece esencialmente de funcién efectora. En otro
modo de realizacién, el anticuerpo en el presente documento retiene una funcién efectora minima. Los
procedimientos de modificacion o eliminacién de la funcién efectora son bien conocidos en la técnica e incluyen,
pero no se limitan a, eliminar toda o una porcién de la regién Fc responsable de la funcién efectora (es decir, usar
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo en un formato que carece de toda o una porcidon de la region Fc tal como,
pero sin limitarse a, un fragmento Fab, un anticuerpo monocatenario y similares como se describe en el presente
documento y como es conocido en la técnica; modificar la region Fc en una 0 mas posiciones de aminoacidos para
eliminar la funcién efectora (union a Fc-impactar: posiciones 238, 239, 248, 249, 252, 254, 256, 265, 268, 269, 270,
272,278, 289, 292, 293, 294, 295, 296, 297 , 298, 301, 303, 311, 322, 324, 327, 329, 333, 335, 338, 340, 373, 376,
382, 388, 389, 414, 416, 419, 434, 435, 436, 437, 438y 439, y modificar la glucosilacion del anticuerpo (incluyendo,
pero sin limitarse a, producir el anticuerpo en un entorno que no permite la glucosilaciéon natural en mamiferos,
retirar uno 0 mas grupos de carbohidratos de un anticuerpo ya glucosilado y modificar el anticuerpo en una o mas
posiciones de aminoacidos para eliminar la capacidad de que el anticuerpo sea glucosilado en esas posiciones
(incluyendo, pero sin limitarse, N297G y N297A y D265A).

Las funciones de "activacién del complemento" de los anticuerpos, o las propiedades de un anticuerpo que
posibilitan o desencadenan la "activacion de la via del complemento" se usan de manera intercambiable y se
refieren a aquellas actividades bioldgicas de un anticuerpo que activan o estimulan la via del complemento del
sistema inmunitario en un sujeto. Dichas actividades incluyen, por ejemplo, unién a C1qy citotoxicidad dependiente
del complemento (CDC), y pueden estar mediadas tanto por la porcién Fc como por la porcién no Fc del anticuerpo.
Los procedimientos de modificacién o eliminacién de la funcion de activacion del complemento son bien conocidos
en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, eliminar toda o una porcidn de la regién Fc responsable de la
activacion del complemento (es decir, usar un anticuerpo o fragmento de anticuerpo en un formato que carece de
toda o una porcion de la regién Fc tal como, pero sin limitarse a, un fragmento Fab, un anticuerpo monocatenario
y similares como se describe en el presente documento y como es conocido en la técnica, o modificar la region Fc
en una o mas posiciones de aminoacidos para eliminar o disminuir las interacciones con componentes del
complemento o la capacidad de activar componentes del complemento, tal como las posiciones 270, 322, 329 y
321, conocidas por estar implicadas en la unién a C1q), y modificar o eliminar una porcién de la regién no Fc
responsable de la activacién del complemento (es decir, modificar la regién CH1 en la posicién 132 (véase, por
ejemplo, Vidarte et al., (2001) J. Biol. Chem. 276(41): 38217-38223)).

Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, |os anticuerpos de
longitud completa se pueden asignar a diferentes "clases". Existen cinco clases principales de anticuerpos de
longitud completa: IgA, I1gD, IgE, IgG e IgM, y varios de estos se pueden dividir a su vez en "subclases” (isotipos),
por ejemplo, 1gG1, 19gG2, 1gG3, 1gG4, IgA e IgA2. Los dominios constantes de cadena pesada que corresponden a
las diferentes clases de anticuerpos se denominan alfa, delta, épsilon, gamma y mu, respectivamente. Las
estructuras de las subunidades y las configuraciones tridimensionales de las diferentes clases de inmunoglobulinas
son bien conocidas en la técnica.

El término "anticuerpo recombinante”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo (por
ejemplo, un anticuerpo quimérico, humanizado o humano o fragmento de unién a antigeno del mismo) que se
expresa por una célula huésped recombinante que comprende el acido nucleico que codifica el anticuerpo.

Los términos "célula huésped’, "linea de células huésped" y "cultivo de células huésped" se usan de manera
intercambiable y se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exégeno, incluyendo la
descendencia de dichas células. Las células huésped incluyen "transformantes” y "células transformadas", que
incluyen la célula transformada principal y la descendencia derivada de la misma independientemente del nimero
de pasos. La descendencia puede no ser completamente idéntica en contenido de acido nucleico a una célula
original, sino que puede contener mutaciones. La descendencia mutante que tiene la misma funcién o actividad
biolégica que la cribada o seleccionada en la célula transformada originalmente se incluye en el presente
documento. Los ejemplos de "células huésped" para producir anticuerpos recombinantes incluyen: (1) células de
mamifero, por ejemplo, de ovario de hamster chino (CHO), COS, células de mieloma (incluyendo células YO y
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NSO0), células de rifidn de cria de hamster, HeLa y Vero (BHK); (2) células de insecto, por ejemplo, sf9, sf21y Tn5;
(3) células de plantas, por ejemplo, plantas que pertenecen al género Nicotiana (por ejemplo, Nicotiana tabacum),
(4) células de levadura, por ejemplo, las que pertenecen al género Saccharomyces (por ejemplo, Saccharomyces
cerevisiae) o al género Asperdgillus (por ejemplo, Aspergillus niger); (5) células bacterianas, por ejemplo, células de
Escherichia coli o células de Bacillus subtilis, etc.

Como se usa en el presente documento, "se une especificamente” 0 "se une especificamente a" se refiere a un
anticuerpo que se une selectiva o preferentemente a un antigeno. La afinidad de unién se determina, en general,
usando un ensayo estandar, tal como analisis de Scatchard, o la técnica de resonancia de plasmén superficial (por
ejemplo, usando BIACORE®).

Un "anticuerpo que se une al mismo epitopo” que un anticuerpo de referencia se refiere a un anticuerpo que
bloquea la union del anticuerpo de referencia a su antigeno en un ensayo de competencia en un 50 % o mas vy, a
lainversa, el anticuerpo de referencia bloquea la unidén del anticuerpo a su antigeno en un ensayo de competencia
en un 50 % o mas. En un modo de realizacion, un anticuerpo anti-BACE1 que forma uno de los anticuerpos
biespecificos 0 multiespecificos de lainvencién se une al epitopo de BACE1 unido por YW412.8.31. En el presente
documento se proporciona un ensayo de competencia ejemplar.

El término "agente citotéxico" como se usa en el presente documento se refiere a una sustancia que inhibe o evita
una funcion celular y/o provoca la muerte o destruccién celular. Los agentes citotoxicos incluyen, pero no se limitan
a, isétopos radioactivos (por ejemplo, At211, 1131, 1125, Y90, Re186, Re188, Sm153, Bi212, P32, Pb212 e is6topos
radioactivos de Lu); agentes o farmacos quimioterapicos (por ejemplo, metotrexato, adriamicina, alcaloides de la
vinca (vincristina, vinblastina, etopésido), doxorubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorubicina u otros
agentes intercalantes); agentes inhibidores del crecimiento; enzimas y fragmentos de las mismas tales como
enzimas nucleoliticas; antibidticos; toxinas tales como toxinas de molécula pequefia o toxinas enzimaticamente
activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes de las mismas; y los
diversos agentes antitumorales o antineoplasicos divulgados en el presente documento.

Una "cantidad eficaz" de un agente, por ejemplo, una formulacion farmacéutica, se refiere a una cantidad eficaz,
en las dosificaciones y durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico o profilactico
deseado.

El término "region Fc" en el presente documento se usa para definir una region C terminal de una cadena pesada
de inmunoglobulina que contiene al menos una porcion de la regidn constante. El término incluye regiones Fc de
secuencia natural y regiones Fc variantes. En un modo de realizacién, una region Fc de la cadena pesada de 1gG
humana se extiende desde Cys226, o desde Pro230, hasta el extremo carboxilico de la cadena pesada. Sin
embargo, la lisina C terminal (Lys447) de la regidn Fc puede o no estar presente. A menos que se especifique de
otro modo en el presente documento, la numeracion de residuos de aminoacido en la regién Fc o regién constante
es de acuerdo con el sistema de numeracién EU, también llamado indice EU, como se describe en Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National Institutes de Health,
Bethesda, MD, 1991.

El término "receptor FcRn" o "FcRn" como se usa en el presente documento se refiere a un receptor de Fc ("n"
indica neonatal) que es conocido por estar implicado en la transferencia de IgG maternas a un feto a través de la
placenta humana o de primate, o el saco vitelino (conejos) y a un neonato desde el calostro a través del intestino
delgado. También es conocido que FcRn esta implicado en el mantenimiento de niveles constantes de IgG en
suero uniendo las moléculas de 1gG y reciclandolas en el suero. "Region de unién a FcRn" o "regién de union al
receptor FcRn" se refiere a esa porcion de un anticuerpo que interactia con el receptor FcRn. Determinadas
modificaciones en la region de unién a FcRn de un anticuerpo incrementan la afinidad del anticuerpo o fragmento
del mismo por el FcRn y también incrementan la semivida in vivo de la molécula. Las sustituciones de aminoacidos
en una o mas de las siguientes posiciones de aminoacidos 251, 256, 285, 290, 308, 314, 385, 389, 428, 434y 436
incrementan la interaccion del anticuerpo con el receptor FcRn. Las sustituciones en las siguientes posiciones
también incrementan la interaccidn de un anticuerpo con el receptor FcRn 238, 265, 272, 286, 303, 305, 307, 311,
312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 0 434, por ejemplo, sustitucion de (patente de EE. UU.
n®7.371.826).

Un "inmunoconjugado” es un anticuerpo conjugado a una o mas moléculas heterdlogas incluyendo, pero sin
limitarse, un marcador o un agente citotéxico. Opcionalmente, dicha conjugacién es por medio de un conector.

Un "conector", como se usa en el presente documento, es una estructura que conecta covalentemente o no
covalentemente el anticuerpo anti-TfR a una molécula heteréloga. En determinados modos de realizacion, un
conector es un péptido. En otros modos de realizacion, un conector es un conector quimico.

Un "marcador" es un marcador acoplado al anticuerpo en el presente documento y se usa para la deteccion o la

formacion de imagenes. Los ejemplos de dichos marcadores incluyen: un radiomarcador, un fluoréforo, un
cromoforo o una marca de afinidad. En un modo de realizacién, el marcador es un radiomarcador usado para la
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formacion de imagenes médicas, por ejemplo, Tc99m o [123, o un marcador de espin para la formacion de
imagenes por resonancia magnética nuclear (RMN) (también conocida como formaciéon de imagenes por
resonancia magnética, RM), tal como yodo-123 de nuevo, yodo-131, indio-111, flior-19, carbono-13, nitrégeno-15,
oxigeno-17, gadolinio, manganeso, hierro, etc.

Un "individuo" o "sujeto” es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, animales domésticos (por
ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates no humanos,
tales como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En determinados modos de realizacion, el
individuo o sujeto es un ser humano.

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha separado de un componente de su entorno natural. En algunos modos
de realizacion, se purifica un anticuerpo a mas de un 95 % 0 99 % de pureza, como se determina, por ejemplo, por
procedimientos electroforéticos (por ejemplo, SDS-PAGE, isoelectroenfoque (IEF), electroforesis capilar) o
cromatograficos (por ejemplo, HPLC de intercambio iénico o de fase inversa). Para una revision de los
procedimientos para la valoracidon de la pureza de los anticuerpos, véase, por ejemplo, Flatman et al., J.
Chromatogr. B 848:79-87 (2007).

Un é&cido nucleico "aislado” se refiere a una molécula de acido nucleico que se ha separado de un componente de
su entorno natural. Un acido nucleico aislado incluye una molécula de acido nucleico contenida en células que
contienen habitualmente la molécula de acido nucleico, pero la molécula de acido nucleico esta presente de forma
extracromosomica 0 en una localizacidon cromosdmica que es diferente de su localizacidon cromosdmica natural.

"Acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo anti-TfR" se refiere a una o mas moléculas de acido nucleico
que codifican las cadenas pesada y ligera de anticuerpo (o fragmentos de las mismas), incluyéndose dicha(s)
molécula(s) de acido nucleico en un Unico vector o vectores separados, y estando dicha(s) molécula(s) de acido
nucleico presente(s) en una o mas localizaciones en una célula huésped.

El término "prospecto del envase" se usa para referirse a las instrucciones incluidas habitualmente en los envases
comerciales de productos terapéuticos que contienen informacién sobre las indicaciones, uso, dosificacién,
administracién, politerapia, contraindicaciones y/o advertencias en relacién con el uso de dichos productos
terapéuticos.

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a una secuencia polipeptidica de
referencia se define como el porcentaje de residuos aminoacidicos en una secuencia candidata que son idénticos
a los residuos aminoacidicos en la secuencia polipeptidica de referencia, después de alinear las secuencias e
introducir huecos, si fuera necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin tener en
consideracion ninguna sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia. Se puede lograr la
alineacién para los propdsitos de determinacion del porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos de
diversas formas que estan dentro de la habilidad en la técnica, por ejemplo, usando un programa informatico
disponible publicamente, tal como el programa informatico BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los
expertos en la técnica pueden determinar parametros apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquier
algoritmo necesario para lograr la alineacién maxima sobre la longitud completa de las secuencias que se
comparan. Sin embargo, para los propésitos en el presente documento, se generan valores de % de identidad de
secuencia de aminoacidos usando el programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa
informatico de comparacién de secuencias ALIGN-2 se creé por Genentech, Inc., y el cddigo fuente se ha
presentado con la documentacién de usuario en la Oficina de Derechos de Autor de EE. UU., Washington D.C.,
20559, donde esta registrada con el n.° de registro de derechos de autor de EE. UU. TXU510087. El programa
ALIGN-2 esta disponible publicamente de Genentech, Inc., South San Francisco, California, o se puede compilar
a partir del cédigo fuente. El programa ALIGN-2 se debe compilar para su uso en un sistema operativo UNIX,
incluyendo UNIX V40D digital. ElI programa ALIGN-2 establece todos los parametros de comparacion de
secuencias y no varian.

En situaciones donde se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de secuencias de aminoacidos, el % de
identidad de secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos dada A con respecto a, con o frente a
una secuencia de aminoacidos dada B (que se puede parafrasear de forma alternativa como una secuencia de
aminoacidos dada A que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia de aminoacidos con
respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos dada B) se calcula como sigue:

100 veces la fraccién X/Y

donde X es el numero de residuos aminoacidicos puntuados como emparejamientos idénticos por el programa de
alineacién de secuencias ALIGN-2 en esa alineacién del programa de Ay B, y donde Y es el numero total de
residuos aminoacidicos en B. Se apreciara que, si la longitud de |a secuencia de aminoacidos A no es igual a la
longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A con respecto a
B no igualara el % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. A menos que se establezca
especificamente de otro modo, todos los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos usados en el
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presente documento se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente precedente usando el programa
informatico ALIGN-2.

El término "formulacion farmacéutica" se refiere a una preparacion que esta en una forma tal que permite que la
actividad biologica de un ingrediente activo contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene ningun
componente adicional que sea inaceptablemente téxico para un sujeto al que se le administraria la formulacién.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un ingrediente de una formulacion farmacéutica, distinto
de un ingrediente activo, que no es téxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero
no se limita a, un tampdn, excipiente, estabilizante o conservante.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento” (y variaciones gramaticales del mismo, tales como "tratar"
0 "que trata") se refiere a una intervencion clinica en un intento de alterar la evolucion natural del individuo al que
se esta tratando, y que se puede realizar para profilaxis o bien durante la evolucion de una patologia clinica. Los
efectos deseables del tratamiento incluyen, pero no se limitan a, prevencién de la aparicion o recidiva de la
enfermedad, alivio de los sintomas, disminucién de cualquier consecuencia patologica directa o indirecta de la
enfermedad, prevencion de metastasis, disminucién de la tasa de progresién de la enfermedad, mejora o
atenuacion de la enfermedad y remision o prondstico mejorado. En algunos modos de realizacion, se usan los
anticuerpos de la invencidn para retrasar el desarrollo de una enfermedad o para ralentizar la progresion de una
enfermedad.

El término "regién variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
que esta implicado en la unién del anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y cadena
ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo natural, en general, tienen estructuras similares,
comprendiendo cada dominio cuatro regiones estructurales (FR) conservadas y tres regiones hipervariables (HVR).
(Veéase, por ejemplo, Kindt et al. Kuby Immunology, 6.2 ed., W.H. Freeman and Co., pagina 91 (2007).) Un dominio
VH o VL unico puede ser suficiente para conferir especificidad de unién a antigeno. Ademas, los anticuerpos que
se unen a un antigeno concreto se pueden aislar usando un dominio VH o VL de un anticuerpo que se une al
antigeno para cribar una coleccidn de dominios VL o VH complementarios, respectivamente. Véanse, por ejemplo,
Portolano et al., J. Immunol. 150:880-887 (1993); Clarkson et al., Nature 352:624-628 (1991).

El término "vector", como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico que puede
propagar otro acido nucleico al que se enlaza. El término incluye el vector como una estructura de acido nucleico
autorreplicante, asi como el vector incorporado en el genoma de una célula huésped en la que se ha introducido.
Determinados vectores pueden dirigir la expresion de los acidos nucleicos a los que se enlazan de forma funcional.
Dichos vectores se denominan en el presente documento "vectores de expresién”.

COMPOSICIONES Y PROCEDIMIENTOS
A. Produccién de anticuerpos anti-TfR y conjugados de los mismos

En un aspecto, la invencién se basa, en parte, en anticuerpos anti-TfR que se pueden usar para transportar
moléculas deseadas a través de la BHE. En determinados modos de realizacion, se proporcionan anticuerpos que
se unen a TfR humano. En determinados modos de realizacion, se proporcionan anticuerpos que se unen tanto a
TfR humano como a TfR de primate. Los anticuerpos de la invencién son utiles, por ejemplo, para el diagndstico o
tratamiento de enfermedades que afectan al cerebro y/o al SNC.

Anticuerpos anti-TfR ejemplares

En el presente documento se divulgan anticuerpos aislados que se unen a TfR. En determinados modos de
realizacion, un anticuerpo anti-TfR de la invencion se une especificamente tanto a TfR humano como a TfR de
primate. En determinados de dichos modos de realizacién, un anticuerpo anti-TfR de la invencion no inhibe la union
de transferrina al TfR. En determinados aspectos, los anticuerpos anti-TfR se pueden usar para transportar uno o
mas compuestos terapéuticos o de formacion de imagenes conjugados a través de la BHE.

En otro aspecto de la invencién, un anticuerpo anti-TfR de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion
anteriores es un anticuerpo monoclonal, incluyendo un anticuerpo quimérico, humanizado o humano. En un modo
de realizacion, un anticuerpo anti-TfR es un fragmento de anticuerpo, por ejemplo, un fragmento Fv, Fab, Fab',
scFv, diacuerpo o F(ab')2. En otro modo de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa, por
ejemplo, un anticuerpo 1gG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4 intacto u otra clase o isotipo de anticuerpo como se define en el
presente documento.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-TfR de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion anteriores puede

incorporar cualquiera de los rasgos caracteristicos, individualmente o en combinacidén, como se describe en las
secciones 1-7 a continuacion:
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A. Afinidad de anticuerpos

Un anticuerpo divulgado en el presente documento puede tener una constante de disociaciéon (Kd) de < 1 uM,
<100 nM, <10 nM, <1 nM, <0,1 nM, < 0,01 nM, o < 0,001 nM (por ejemplo, 108 M o menos, por ejemplo, de 10-
8M a 108 M, por ejemplo, de 10° M a 1013 M).

Un anticuerpo anti-TfR de “baja afinidad” divulgado en el presente documento se selecciona en base, por ejemplo,
a los resultados del ejemplo 5y en Atwal et al., Sci. Transl. Med. 3, 84ra43 (2011) y Yu et al., Sci. Transl. Med. 25
de mayo de 2011: vol. 3, numero 84, pag. 84rad4, que muestra que dichos anticuerpos de menor afinidad contra
TfR muestran una captacién mejorada en el SNC (por ejemplo, el cerebro) y/o persistencia en el cerebro/SNC.
Para identificar dichos anticuerpos de baja afinidad, estan disponibles diversos ensayos para medir la afinidad de
los anticuerpos, incluyendo, sin limitacién: ensayo de Scatchard y técnica de resonancia de plasmén superficial
(por ejemplo, usando BIACORE®). De acuerdo con un modo de realizacién de la invencion, el anticuerpo tiene
una afinidad por TfR humano o de primate de aproximadamente 5 nM, o de aproximadamente 20 nM, o de
aproximadamente 100 nM, a aproximadamente 50 uM, o a aproximadamente 30 uM, o a aproximadamente 10 UM,
0 a aproximadamente 1 uM, o a aproximadamente 500 nM. Por tanto, la afinidad puede estar en el intervalo de
aproximadamente 5nM a aproximadamente 50 UM, o en el intervalo de aproximadamente 20nM a
aproximadamente 30 UM, o en el intervalo de aproximadamente 30 nM a aproximadamente 30 uM, o en el intervalo
de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 1 uM, o en el intervalo de aproximadamente 100 nM a
aproximadamente 500 nM, por ejemplo, como se mide por anaélisis de Scatchard o BIACORE®. En otro modo de
realizacion de la invencion, el anticuerpo tiene una semivida de disociacion de TfR de menos de 1 minuto, menos
de 2 minutos, menos de 3 minutos, menos de cuatro minutos, menos de 5 minutos o menos de 10 minutos a
aproximadamente 20 minutos, o a aproximadamente 30 minutos, como se mide por analisis de unién de
competicion o BIACORE®.

Por tanto, en el presente documento se divulga un procedimiento de elaboracidon de un anticuerpo util para
transportar un farmaco para un trastorno neurologico a través de la barrera hematoencefélica que comprende
seleccionar un anticuerpo de un panel de anticuerpos contra TfR porque tiene una afinidad por TfR que esta en el
intervalo de aproximadamente 5nM, o de aproximadamente 20 nM, o de aproximadamente 100 nM, a
aproximadamente 50 uM, o a aproximadamente 30 UM, 0 a aproximadamente 10 uM, o a aproximadamente 1 UM,
0 a aproximadamente 500 mM. Por tanto, la afinidad puede estar en el intervalo de aproximadamente 5 nM a
aproximadamente 50 UM, o en el intervalo de aproximadamente 20 nM a aproximadamente 30 uM, o en el intervalo
de aproximadamente 30 nM a aproximadamente 30 uM, o en el intervalo de aproximadamente 50 nM a
aproximadamente 1 pM, o en el intervalo de aproximadamente 100 nM a aproximadamente 500 nM, por ejemplo,
como se mide por analisis de Scatchard o BIACORE®. Como comprendera un experto en la técnica, la conjugacién
de una molécula/compuesto heterélogo con un anticuerpo a menudo disminuira la afinidad del anticuerpo por su
diana debido, por ejemplo, al impedimento estérico o incluso a la eliminacién de un brazo de unidn si el anticuerpo
se ha preparado multiespecifico con uno 0 mas brazos de unidén a un antigeno diferente a la diana original del
anticuerpo. En un modo de realizacion, un anticuerpo de baja afinidad de la invencién especifico para TfR
conjugado con anti-BACE1 tenia una Kd para TfR como se mide por BIACORE de aproximadamente 30 nM. En
otro modo de realizacién, un anticuerpo de baja afinidad de la invencién especifico para TfR conjugado con BACE1
tenia una Kd para TfR como se mide por BIACORE de aproximadamente 600 nM. En otro modo de realizacién, un
anticuerpo de baja afinidad de la invencion especifico para TfR conjugado con BACE1 tenia una Kd para TfR como
se mide por BIACORE de aproximadamente 20 uM. En otro modo de realizacidn, un anticuerpo de baja afinidad
de la invencién especifico para TfR conjugado con BACE1 tenia una Kd para TfR como se mide por BIACORE de
aproximadamente 30 uM.

En un modo de realizacion, Kd se mide por un ensayo de unién a antigeno radiomarcado (RIA). En un modo de
realizacion, se realiza un RIA con la version de Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno. Por ejemplo, se
mide la afinidad de unidon en solucién de los Fab por el antigeno equilibrando el Fab con una concentracién minima
de antigeno marcado con (1251) en presencia de una serie de valoraciones de antigeno no marcado, capturando,
a continuacién, el antigeno unido con una placa recubierta con anticuerpo anti-Fab (véase, por ejemplo, Chen et
al.,, J. Mol. Biol. 293:865-881, 1999). Para establecer las condiciones para el ensayo, se recubren placas de
multiples pocillos MICROTITER® (Thermo Scientific) durante la noche con 5 pg/ml de un anticuerpo anti-Fab de
captura (Cappel Labs) en carbonato de sodio 50 mM (pH 9,6) y posteriormente se bloquean con seroalbumina
bovina al 2 % (p/v) en PBS durante dos a cinco horas a temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). En una
placa no adsorbente (Nunc, n.° 269620), se mezcla [125I]-antigeno 100 pM o 26 pM con diluciones en serie de un
Fab de interés (por ejemplo, consecuente con la evaluacidén del anticuerpo anti-VEGF, Fab-12, en Presta et al.,
Cancer Res. 57:4593-4599 (1997)). A continuacion, el Fab de interés se incuba durante la noche; sin embargo, la
incubacién puede continuar durante un periodo mas largo (por ejemplo, de aproximadamente 65 horas) para
garantizar que se alcanza el equilibrio. Después de esto, se transfieren las mezclas a la placa de captura para su
incubacién a temperatura ambiente (por ejemplo, durante una hora). A continuacion, se retira la solucién y se lava
la placa ocho veces con polisorbato 20 (TWEEN-20®) al 0,1 % en PBS. Cuando las placas se han secado, se
afiaden 150 ul/pocillo de centelleador (MICROSCINT-20™: Packard) y se cuentan las placas en un contador
gamma TOPCOUNT TM (Packard) durante diez minutos. Se eligen concentraciones de cada Fab que den menos
de oigual a un 20% de unidon maxima para su uso en ensayos de unién competitiva.
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En un aspecto, el RIA es un analisis de Scatchard. Por ejemplo, el anticuerpo anti-TfR de interés se puede yodar
usando el procedimiento de lactoperoxidasa (Bennett y Horuk, Methods in Enzymology288 paginas 134-148
(1997)). Un anticuerpo anti-TfR radiomarcado se purifica de 125I-Na libre por filtracion en gel usando una columna
aNAP-5 y se mide su actividad especifica. Las mezclas de reaccion de competicion de 50 ul que contienen una
concentracion fija de anticuerpo yodado y concentraciones decrecientes de anticuerpo no marcado diluido en serie
se colocan en placas de 96 pocillos. Las células que expresan transitoriamente TfR se cultivan en medios de
crecimiento, que consisten en un medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Genentech) complementado
con FBS al 10 %, L-glutamina 2 mM y 1 x penicilina-estreptomicina a 37 °C en CO2 al 5 %. Se desprenden las
células de las placas usando solucién de disociacién Sigma Cell y se lavan con tampoén de unién (DMEM con
seroalbUmina bovina al 1 %, HEPES 50 mM, pH7,2 y azida sédica al 0,2 %). Se afiaden las células lavadas a una
densidad aproximada de 200 000 células en 0,2 ml de tampdn de unidn a las placas de 96 pocillos que contenian
las mezclas de reaccion de competencia de 50 ul. La concentracion final del anticuerpo no marcado en la reaccion
de competicién con células se varia, empezando en 1000 nM y disminuyendo, a continuacion, en un factor de
dilucidon 1:2 para 10 concentraciones e incluyendo una muestra de tampén solo sin nada afiadido. Las reacciones
de competicidn con células para cada concentracion de anticuerpo no marcado se someten a ensayo por triplicado.
Las reacciones de competicién con células se incuban durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de las
2 horas de incubacion, las reacciones de competicion se transfieren a una placa de filtro y se lavan cuatro veces
con tampdn de unidn para separar el anticuerpo libre del anticuerpo yodado unido. Los filtros se cuentan con un
contador gamma y los datos de union se evallan usando el algoritmo de ajuste de Munson y Rodbard (1980) para
determinar la afinidad de unién del anticuerpo.

Un analisis de BIACORE® ejemplar que usa las composiciones de la invencién se puede realizar como sigue. La
Kd se midié usando ensayos de resonancia de plasmoén superficial usando un BIACORE®-2000 (BlAcore, Inc.,
Piscataway, NJ) a 25 °C usando el kit de anti-Fc humano (BlAcore Inc., Piscataway, NJ). Brevemente, se activaron
chips de biosensores de dextrano carboximetilado (CM5, BIACORE, Inc.) con clorhidrato de N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) yN-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. El anticuerpo anti-Fc humano se diluyé con acetato de sodio 10 mM, pH 4,0, a 50 ug/ml antes de la
inyeccidon a un caudal de 5 pl/minuto para lograr aproximadamente 10 000 unidades de respuesta (UR) de proteina
acoplada. Después de la inyeccion del anticuerpo, se inyecté etanolamina 1 M para bloquear los grupos que no
habian reaccionado. Para las mediciones de cinética, se inyectaron variantes de anticuerpo anti-TfR
monoespecificas 0 multiespecificas en HBS-P hasta alcanzar aproximadamente 220 UR; a continuacion, se
inyectaron diluciones en serie 1:2 de MuTfR-His (0,61 nM a 157 nM) en HBS-P a 25°C a un caudal de
aproximadamente 30 ul/min. Se calcularon las tasas de asociacién (kas) y las tasas de disociacion (kdis) usando
un modelo simple de unidén uno-a-uno de Langmuir (programa informatico de evaluacién BIACORE® versién 3.2)
por ajuste de forma simultanea de los sensogramas de asociacién y disociacién. La constante de disociacidén de
equilibrio (Kd) se calculé como la proporcién kdis/kas. Véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881
(1999).

De acuerdo con otro modo de realizacién, la Kd se mide usando ensayos de resonancia de plasmon superficial
con un dispositivo BIACORE®-2000 (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ) a 25 °C usando el kit de anti-Fc humano
(BlAcore Inc., Piscataway, NJ). En resumen, se activan chips de biosensores de dextrano carboximetilado (CM5,
BlAcore, Inc.) con clorhidrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS)
de acuerdo con las instrucciones del proveedor. El anticuerpo anti-Fc humano se diluye con acetato de sodio
10 mM, pH 4,0, a 50 ug/ml antes de la inyeccién a una caudal de 5 pl/minuto para conseguir aproximadamente
10 000 unidades de respuesta (UR) de proteina acoplada. Después de la inyeccion del anticuerpo, se inyecta
etanolamina 1 M para bloquear los grupos que no han reaccionado. Para las mediciones de cinética, se inyectan
variantes de anticuerpo anti-TfR en HBS-P hasta alcanzar aproximadamente 220 UR; a continuacién, se inyectan
diluciones en serie 1:2 de MuTfR-His (0,61 nM a 157 nM) en HBS-P a 25 °C a un caudal de aproximadamente
30 pli/min. Se calculan las tasas de asociacién (kas) y las tasas de disociacion (kdis) usando un modelo simple de
unién uno-a-uno de Langmuir (programa informatico de evaluacion BIACORE® version 3.2) por ajuste de forma
simultanea de los sensogramas de asociacién y disociacién. La constante de disociacion de equilibrio (Kd) se
calcula como la proporcién kdis/kas. Véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999).

Diversos procedimientos de determinacién de la CI50 para un compuesto dado son conocidos en la técnica; un
abordaje comun es realizar un ensayo de unién por competencia, tal como el que se describe en el presente
documento. En general, una CI50 alta indica que se requiere mas del anticuerpo para inhibir la unién del ligando
conocido y, por tanto, que la afinidad del anticuerpo por ese ligando es relativamente baja. Por el contrario, una
CI50 baja indica que se requiere menos del anticuerpo para inhibir la union del ligando conocido y, por tanto, que
la afinidad del anticuerpo por ese ligando es relativamente alta.

Un ensayo ELISA competitivo ejemplar para medir la CI50 es uno en el que se usan concentraciones crecientes
de anticuerpos variantes anti-TfR o anti-TfR/antigeno cerebral (es decir, anti-TfR/BACE1, anti-TfR/Abeta y
similares) para competir contra un anticuerpo anti-TfRA conocido biotinilado por la unién a TfR. El ELISA de
competicién anti-TfR se realizé en placas Maxisorp (Neptuno, N.J.) recubiertas con 2,5 ug/ml de dominio
extracelular de TfR murino purificado en PBS a 4 °C durante la noche. Las placas se lavaron con Tween 20 al
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0,05 % en PBS y se bloquearon con tampdn de bloqueo Superblock en PBS (Thermo Scientific, Hudson, NH). Una
valoracidén de cada anti-TfR o anti-TfR/antigeno cerebral individual (es decir, anti-TfR/BACE1 o anti-TfR/Abeta)
(diluciéon en serie 1:3) se combiné con anti-TfRA conocido biotinilado (concentracién final 0,5 nM) y se afiadié a la
placa durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron las placas con PBS/Tween 20 al 0,05 % y se afiadio
HRP-estreptavidina (Southern Biotech, Birmingham) a la placa y se incubé durante 1 hora a temperatura ambiente.
Se lavaron las placas con PBS/Tween 20 al 0,05 %, y se detectd el anticuerpo anti-TfR biotinilado unido a la placa
usando sustrato TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills).

B. Fragmentos de anticuerpo

En determinados modos de realizacién, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un fragmento
de anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, los fragmentos Fab, Fab', Fab'-SH,
F(ab")2, Fvy scFv, y otros fragmentos descritos a continuacion. Para una revision de determinados fragmentos de
anticuerpo, véase Hudson et al. Nat. Med. 9:129-134 (2003). Para una revision de los fragmentos scFv, véase, por
ejemplo, Pluckthin, en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds.,
(Springer-Verlag, Nueva York), pp. 269-315 (1994); véase también el documento WO 93/16185; y las patentes de
EE. UU. n.°5.571.894 y 5.587.458. Para un analisis de los fragmentos Faby F(ab')2 que comprenden residuos de
epitopo de unidn a receptor de rescate y que tienen una semivida in vivo incrementada, véase |la patente de EE. UU.
n.° 5.869.046.

Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con dos sitios de unién a antigeno que pueden ser bivalentes o
biespecificos. Véanse, por ejemplo, el documento EP 404.097; el documento WO 1993/01161; Hudson et al., Nat.
Med. 9:129-134 (2003); y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993). También se describen
triacuerpos y tetracuerpos en Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003).

Los anticuerpos de dominio Unico son fragmentos de anticuerpo que comprenden todo o una porcién del dominio
variable de la cadena pesada o todo o una porcién del dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo. En
determinados modos de realizacién, un anticuerpo de dominio Unico es un anticuerpo de dominio Unico humano
(Domantis, Inc., Waltham, MA; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.248.516 B1).

Se pueden preparar fragmentos de anticuerpo por diversas técnicas, incluyendo, pero sin limitarse a, digestidn
proteolitica de un anticuerpo intacto, asi como produccion por células huésped recombinantes (por ejemplo, E. coli
o fago), como se describe en el presente documento.

C. Anticuerpos quiméricos y humanizados

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo
quimérico. Se describen determinados anticuerpos quiméricos, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.°4.816.567
y en Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984). En un ejemplo, un anticuerpo quimérico
comprende una region variable no humana (por ejemplo, una regién variable derivada de un ratén, rata, hamster,
conejo o primate no humano, tal como un mono) y una regién constante humana. Los anticuerpos quiméricos de
interés en el presente documento incluyen anticuerpos "primatizados" que comprenden secuencias de unidén a
antigeno del dominio variable derivadas de un primate no humano (por ejemplo, mono del Viejo Mundo, tal como
babuino, macaco de la India 0 macaco cangrejero) y secuencias de region constante humanas (patente de EE. UU.
n.° 5.693.780). En otro ejemplo, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo de "clase cambiada" en el que se ha
cambiado la clase o subclase con respecto a la del anticuerpo original. Los anticuerpos quiméricos incluyen
fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

En determinados modos de realizacidn, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo humanizado. Tipicamente, un
anticuerpo no humano se humaniza para reducir la inmunogenicidad en seres humanos, mientras se retienen la
especificidad y afinidad del anticuerpo no humano original. En general, un anticuerpo humanizado comprende uno
0 mas dominios variables en los que las HVR, por ejemplo, las CDR, (o porciones de las mismas) se derivan de
un anticuerpo no humano y las FR (o porciones de las mismas) se derivan de secuencias de anticuerpos humanos.
Un anticuerpo humanizado también comprendera opcionalmente al menos una porcién de una region constante
humana. En algunos modos de realizacién se sustituyen algunos residuos de FR en un anticuerpo humanizado
con los residuos correspondientes de un anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo del que se derivan los
residuos de HVR), por ejemplo, para restablecer o mejorar la especificidad o afinidad del anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados y los procedimientos de elaboracién de los mismos se revisan, por ejemplo, en
Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008) y se describen ademas, por ejemplo, en Riechmann et
al., Nature 332:323-329 (1988); Queen et al., Proc. Nat'| Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989); patentes de
EE. UU. n.°5.821.337, 7.527.791, 6.982.321y 7.087.409; Kashmiri et al., Methods 36:25-34 (2005) (que describen
el injerto de una region determinante de la especificidad (SDR)); Padlan, Mol. Immunol. 28:489-498 (1991) (que
describe el "rebarnizado"); Dall'Acqua et al., Methods 36:43-60 (2005) (que describen el "barajado de FR"); y
Osbourn et al., Methods 36:61-68 (2005) y Klimka et al., Br. J. Cancer, 83:252-260 (2000) (que describen el enfoque
de "seleccion guiada” para el barajado de FR).
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Las regiones estructurales humanas que se pueden usar para la humanizacidn incluyen, pero no se limitan a:
regiones estructurales seleccionadas usando el procedimiento de "mejor ajuste" (véase, por ejemplo, Sims et al.
J. Immunol. 151:2296 (1993)); regiones estructurales derivadas de la secuencia consenso de anticuerpos humanos
de un subgrupo particular de regiones variables de la cadena ligera o pesada (véanse, por ejemplo, Carter et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); y Presta et al. J. Immunol., 151:2623 (1993)); regiones estructurales
maduras (mutadas somaticamente) humanas o regiones estructurales de la estirpe germinal humana (véase, por
ejemplo, Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008)); y regiones estructurales derivadas del cribado
de colecciones de FR (véanse, por ejemplo, Baca et al., J. Biol. Chem. 272:10678-10684 (1997) y Rosok et al., J.
Biol. Chem. 271:22611-22618 (1996)).

D. Anticuerpos humanos

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo
humano. Se pueden producir anticuerpos humanos usando diversas técnicas conocidas en la técnica. Se
describen, en general, anticuerpos humanos en van Dijk y van de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol. 5: 368-74 (2001)
y Lonberg, Curr. Opin. Immunol. 20:450-459 (2008).

Se pueden preparar anticuerpos humanos administrando un inmundgeno a un animal transgénico que se ha
modificado para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en
respuesta a una exposicién antigénica. Dichos animales tipicamente contienen todos o una porcion de los locus
de inmunoglobulina humana, que remplazan los locus de inmunoglobulina endégena o que estan presentes de
forma extracromosdmica o integrados aleatoriamente en los cromosomas del animal. En dichos ratones
transgénicos se han inactivado, en general, los locus de inmunoglobulina enddégena. Para una revisién de los
procedimientos para obtener anticuerpos humanos de animales transgénicos, véase Lonberg, Nat. Biotech.
23:1117-1125 (2005). Véanse también, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.° 6.075.181 y 6.150.584, que
describen la tecnologia XENOMOUSETM; la patente de EE. UU. n.° 5.770.429, que describe la tecnologia
HuMab®; la patente de EE. UU. n.° 7.041.870, que describe la tecnologia K-M MOUSE® vy la publicacién de
solicitud de patente de EE. UU. n.° US 2007/0061900, que describe la tecnologia VelociMouse®. Las regiones
variables humanas de anticuerpos intactos generados por dichos animales se pueden modificar ademas, por
ejemplo, por combinacién con una regién constante humana diferente.

También se pueden preparar anticuerpos humanos por procedimientos basados en hibridoma. Se han descrito
lineas celulares de mieloma humano y de heteromieloma ratén-humano para la produccion de anticuerpos
monoclonales humanos. (Véanse, por ejemplo, Kozbor J. Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987); y Boerner et
al., J. Immunol., 147: 86 (1991).) Los anticuerpos humanos generados por medio de la tecnologia de hibridoma de
linfocitos B humanos también se describen en Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006). Los
procedimientos adicionales incluyen los descritos, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 7.189.826 (que
describe la produccion de anticuerpos IgM humanos monoclonales a partir de lineas de células de hibridoma) y Ni,
Xiandai Mianyixue, 26(4).265-268 (2006) (que describe hibridomas humano-humano). La tecnologia de hibridoma
humano (tecnologia de trioma) también se describe en Vollmers y Brandlein, Histology y Histopathology, 20(3):927-
937 (2005) y Vollmers y Brandlein, Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3): 185-
91 (2005).

También se pueden generar anticuerpos humanos aislando secuencias de dominio variable del clon Fv
seleccionadas de colecciones de presentacion en fagos derivadas de humano. A continuacion, se pueden
combinar dichas secuencias de dominio variable con un dominio constante humano deseado. Las técnicas para
seleccionar anticuerpos humanos de colecciones de anticuerpos se describen a continuacion.

E. Anticuerpos derivados de colecciones

Se pueden aislar los anticuerpos de la invencion cribando colecciones combinatorias para determinar anticuerpos
con la actividad o actividades deseadas. Por ejemplo, una variedad de procedimientos son conocidos en la técnica
para generar colecciones de presentacién en fagos y cribar dichas colecciones para detectar los anticuerpos que
poseen las caracteristicas de unién deseadas. Dichos procedimientos se revisan, por ejemplo, en Hoogenboom et
al. en Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O’'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001) y se describen
ademas, por ejemplo, en McCafferty etal., Nature 348:552-554; Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991); Marks
et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1992); Marks y Bradbury, en Methods in Molecular Biology 248:161-175 (Lo, ed.,
Human Press, Totowa, NJ, 2003); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5):
1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34). 12467-12472 (2004); y Lee et al., J. Immunol.
Methods 284(1-2): 119-132(2004).

En determinados procedimientos de presentacidén en fagos, los repertorios de genes de VH y VL se clonan por

separado por reaccién en cadena de |la polimerasa (PCR) y se recombinan aleatoriamente en colecciones de fagos,
que, a continuacién, se pueden cribar para determinar el fago de unién a antigeno como se describe en Winter et
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al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Los fagos tipicamente presentan fragmentos de anticuerpo, como
fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o bien como fragmentos Fab. Las colecciones de fuentes inmunizadas
proporcionan anticuerpos de alta afinidad con respecto al inmundégeno sin el requisito de construir hibridomas. De
forma alternativa, se puede clonar el repertorio sin exposicién previa (por ejemplo, de un ser humano) para
proporcionar una unica fuente de anticuerpos para una amplia gama de antigenos no propios y también propios
sin ninguna inmunizacion como se describe por Griffiths et al., EMBO J, 12: 725-734 (1993). Finalmente, también
se pueden preparar sintéticamente colecciones sin exposicién previa clonando segmentos de genes V no
reordenados a partir de células madre y usando cebadores de PCR que contengan secuencias aleatorias para
codificar las regiones CDR3 altamente variables y lograr el reordenamiento in vitro, como se describe por
Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). Las publicaciones de patente que describen colecciones
de fagos con anticuerpos humanos incluyen, por ejemplo: la patente de EE. UU. n.° 5.750.373 y las publicaciones
de patente de EE.UU. n.° 2005/0079574, 2005/0119455, 2005/0266000, 2007/0117126, 2007/0160598,
2007/0237764, 2007/0292936 y 2009/0002360.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo aislados de colecciones de anticuerpos humanos se consideran
anticuerpos humanos o fragmentos de anticuerpo humano en el presente documento.

F. Anticuerpos multiespecificos

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo
multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos
monoclonales que tienen especificidades de unidn por al menos dos sitios diferentes. En determinados modos de
realizacion, una de las especificidades de unidn es por TfR y la otra es por cualquier otro antigeno. En determinados
modos de realizacién, los anticuerpos biespecificos se pueden unir a dos epitopos diferentes de TfR. También se
pueden usar anticuerpos biespecificos para localizar agentes citotéxicos con respecto a las células que expresan
TfR. Se pueden preparar anticuerpos biespecificos como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de
anticuerpo.

Las técnicas para elaborar anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, coexpresion recombinante
de dos pares cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina que tengan diferentes especificidades (véanse
Milstein y Cuello, Nature 305: 537 (1983), el documento WO 93/08829 y Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655
(1991)), y genomanipulacion por "botén en ojal" (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.°5.731.168). También
se pueden preparar anticuerpos multiespecificos genomanipulando los efectos de conduccidn electrostatica para
elaborar moléculas heterodiméricas con Fc de anticuerpo (documento WO 2009/089004A1); reticulando dos o mas
anticuerpos o fragmentos (véanse, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 4.676.980 y Brennan et al., Science,
229: 81 (1985)); usando cremalleras de leucinas para producir anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo,
Kostelny et al., J. Immunol., 148(5). 1547-1553 (1992)); usando tecnologia de "diacuerpos" para elaborar
fragmentos de anticuerpo biespecifico (véase, por ejemplo, Hollinger et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90:64446448 (1993)); y usando dimeros de Fv monocatenarios (sFv) (véase, por ejemplo, Gruber et al., J.
Immunol., 152:5368 (1994)); y preparando anticuerpos triespecificos como se describe, por ejemplo, en Tutt et al.
J. Immunol. 147: 60 (1991).

El anticuerpo o fragmento en el presente documento también incluye un "Fab de doble acciéon" o "DAF" que
comprende un sitio de union a antigeno que se une a TfR, asi como otro antigeno diferente (véase, el documento
US 2008/0069820, por ejemplo).

De acuerdo con un modo de realizacién de la invencién, el "acoplamiento" se logra generando un anticuerpo
multiespecifico (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico). Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos
monoclonales que tienen especificidades de unién para al menos dos antigenos o epitopos diferentes. En un modo
de realizacién, el anticuerpo multiespecifico comprende un primer sitio de unién a antigeno que se une al TfR y un
segundo sitio de union a antigeno que se une a un antigeno cerebral, tal como beta-secretasa 1 (BACE1) o Abeta,
y los otros antigenos cerebrales divulgados en el presente documento.

Un antigeno cerebral ejemplar unido por dicho anticuerpo multiespecifico/biespecifico es BACE1, y un anticuerpo
ejemplar de unién al mismo es el anticuerpo YW412.8.31 en las FIGS 16A-B en el presente documento.

En otro modo de realizacion, el antigeno cerebral es Abeta, se describen dichos anticuerpos ejemplares en los
documentos WO2007068412, WO2008011348, WO20080156622 y WO2008156621, comprendiendo un
anticuerpo ejemplar contra Abeta el anticuerpo IgG4 MABT5102A que comprende las secuencias de aminoacidos
de la cadena pesada y ligera en las FIGS. 11Ay 11B, respectivamente.

Las técnicas para elaborar anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, coexpresion recombinante
de dos pares cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina que tengan diferentes especificidades (véanse
Milstein y Cuello, Nature 305: 537 (1983), el documento WO 93/08829 y Traunecker et al.,, EMBO J. 10: 3655
(1991)), y genomanipulacion por "botdn en ojal” (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.°5.731.168). También
se pueden elaborar anticuerpos multiespecificos genomanipulando los efectos de conduccion electrostatica para
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preparar moléculas heterodiméricas con Fc de anticuerpo (documento WO 2009/089004A1); reticulando dos o mas
anticuerpos o fragmentos (véanse, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 4.676.980 y Brennan et al., Science,
229: 81 [1985]); usando cremalleras de leucinas para producir anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo,
Kostelny et al., J. Immunol., 148[5]. 1547-1553 [1992]); usando tecnologia de "diacuerpos" para elaborar
fragmentos de anticuerpo biespecifico (véase, por ejemplo, Hollinger et al.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90:64446448 [1993)]); y usando dimeros de Fv monocatenarios (sFv) (véase, por ejemplo, Gruber et al., J.
Immunol., 152:5368 [1994]); y elaborando anticuerpos triespecificos como se describe, por ejemplo, en Tutt et al.
J. Immunol. 147: 60 (1991).

Los anticuerpos modificados con tres 0 mas sitios de unién a antigeno funcionales, incluyendo "anticuerpos pulpo"
0 "inmunoglobulinas de dominio de dos variables" (DVD) también se incluyen en el presente documento (véase,
por ejemplo, el documento US2006/0025576A1 y Wu et al. Nature Biotechnology (2007)).

G. Variantes de anticuerpo

En determinados modos de realizacidn se contemplan variantes de secuencia de aminoacidos de los anticuerpos
proporcionados en el presente documento. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras
propiedades biolégicas del anticuerpo. Se pueden preparar variantes de secuencia de aminoacidos de un
anticuerpo introduciendo modificaciones apropiadas en la secuencia de nucleotidos que codifica el anticuerpo o
por sintesis peptidica. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de y/o inserciones en y/o
sustituciones de residuos dentro de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Se puede preparar cualquier
combinacién de delecidn, insercién y sustitucion para llegar a la construccién final, siempre que la construccién
final posea las caracteristicas deseadas, por ejemplo, unién a antigeno.

a. Variantes de sustitucion, insercion y delecion

En determinados modos de realizacion, se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una o mas
sustituciones aminoacidicas. Los sitios de interés para la mutagénesis de sustitucion incluyen las HVR y las FR.
Se muestran sustituciones conservadoras en la tabla 2 bajo el encabezado "sustituciones preferentes". Se
proporcionan cambios mas sustanciales en la tabla 2 bajo el encabezado de "sustituciones ejemplares" y como se
describe ademas a continuacidon en referencia a las clases de cadena lateral aminoacidica. Se pueden introducir
sustituciones aminoacidicas en un anticuerpo de interés y cribar los productos por una actividad deseada, por
ejemplo, union a antigeno retenida/mejorada, inmunogenicidad disminuida, o ADCC o CDC mejorada.

TABLA 2
Sustituciones

Residuo original Sustituciones ejemplares preferentes
Ala (A) Val; Leu; lle Val

Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys

Asn (N) GIn; His; Asp, Lys; Arg GIn

Asp (D) Glu; Asn Glu

Cys (C) Ser; Ala Ser

GIn(Q) Asn; Glu Asn

Glu (E) Asp; GIn Asp

Gly (G) Ala Ala

His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg

lle (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina Leu

Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle

Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg

Met (M) Leu; Phe; lle Leu

Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
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Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp(W) Tyr, Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; Norleucina Leu

Los aminoacidos se pueden agrupar de acuerdo con propiedades de cadena lateral comunes:

(1) hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) residuos que influyen en la orientacién de la cadena: Gly, Pro;

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras supondran intercambiar un miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo de variante de sustitucion implica sustituir uno 0 mas residuos de la regién hipervariable de un anticuerpo
original (por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). En general, la(s) variante(s) resultante(s)
seleccionada(s) para otro estudio tendra(n) modificaciones (por ejemplo, mejoras) en determinadas propiedades
biolégicas (por ejemplo, afinidad incrementada, inmunogenicidad reducida) con respecto al anticuerpo original y/o
habra(n) retenido sustancialmente determinadas propiedades biolégicas del anticuerpo original. Una variante de
sustitucién ejemplar es un anticuerpo con afinidad madurada, que se puede generar convenientemente, por
ejemplo, usando técnicas de maduracion de la afinidad basadas en presentacién en fagos tales como las descritas
en el presente documento. En resumen, se mutan uno o mas residuos de HVR vy los anticuerpos variantes se
presentan en fagos y se criban por una actividad bioldgica particular (por ejemplo, afinidad de unidn).

Se pueden preparar alteraciones (por ejemplo, sustituciones) en las HVR, por ejemplo, para mejorar |la afinidad del
anticuerpo. Dichas alteraciones se pueden realizar en "puntos calientes" de HVR, es decir, residuos codificados
por codones que experimentan una mutacién con alta frecuencia durante el proceso de maduracién somatica
(véase, por ejemplo, Chowdhury, Methods Mol. Biol. 207:179-196 (2008)), y/o residuos que se ponen en contacto
con el antigeno, sometiéndose a prueba el VH o VL variante resultante para determinar la afinidad de union. La
maduracion de la afinidad construyendo y volviendo a seleccionar colecciones secundarias se ha descrito, por
ejemplo, en Hoogenboom et al. en Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press,
Totowa, NJ (2001)). En algunos modos de realizaciéon de maduracion de la afinidad, se introduce diversidad en los
genes variables elegidos para su maduracién por cualquiera de una variedad de procedimientos (por ejemplo, PCR
propensa a error, barajado de cadenas o mutagénesis dirigida por oligonucleotidos). A continuacién, se crea una
coleccion secundaria. A continuacion, se criba la coleccidn para identificar cualquier variante de anticuerpo con la
afinidad deseada. Otro procedimiento para introducir diversidad implica enfoques dirigidos a HVR, en los que se
aleatorizan varios residuos de HVR (por ejemplo, 4-6 residuos a la vez). Se pueden identificar especificamente los
residuos de HVR implicados en la unién a antigeno, por ejemplo, usando mutagénesis 0 modelado por barrido de
alanina. A menudo se seleccionan, en particular, CDR-H3 y CDR-L3.

En determinados modos de realizacion se pueden producir sustituciones, inserciones o deleciones dentro de una
o0 mas HVR, siempre que dichas alteraciones no reduzcan sustancialmente |a capacidad del anticuerpo de unirse
al antigeno. Por ejemplo, se pueden preparar alteraciones conservadoras (por ejemplo, sustituciones
conservadoras como se proporciona en el presente documento) que no reduzcan sustancialmente la afinidad de
unién en las HVR. Dichas alteraciones pueden estar, por ejemplo, fuera de los residuos en contacto con el antigeno
en las HVR. En determinados modos de realizacion de las secuencias de VH y VL variantes proporcionadas
anteriormente, cada HVR esta inalterada o bien no contiene mas de una, dos o tres sustituciones aminoacidicas.

Un procedimiento util para la identificacién de residuos o regiones de un anticuerpo que se pueden seleccionar

como diana parala mutagénesis se llama "mutagénesis por barrido de alanina" como se describe por Cunningham
y Wells (1989) Science, 244:1081-1085. En este procedimiento se identifican un residuo o grupo de residuos diana
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(por ejemplo, residuos con carga, tales como arg, asp, his, lys y glu) y se reemplazan por un aminoacido neutro o
con carga negativa (por ejemplo, alanina o polialanina) para determinar si la interaccion del anticuerpo con el
antigeno se ve afectada. Se pueden introducir otras sustituciones en las localizaciones de aminoacidos que
demuestren sensibilidad funcional a las sustituciones iniciales. De forma alternativa, o adicionalmente, una
estructura cristalina de un complejo antigeno-anticuerpo para identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo
y el antigeno. Dichos residuos de contacto y residuos adyacentes se pueden seleccionar o eliminar como
candidatos para sustitucion. Se pueden cribar variantes para determinar si contienen las propiedades deseadas.

Las inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxiterminal que varian en longitud
de un residuo a polipéptidos que contienen cien o mas residuos, asi como inserciones intrasecuenciales de
residuos aminoacidicos Unicos o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un
residuo de metionilo N terminal. Otras variantes de insercion de la molécula de anticuerpo incluyen la fusion al
extremo N o C del anticuerpo a una enzima (por ejemplo, para ADEPT) o un polipéptido que incremente la semivida
en suero del anticuerpo.

b. Variantes de glucosilacion

En determinados modos de realizacion se altera un anticuerpo proporcionado en el presente documento para
incrementar o disminuir el grado en el que el anticuerpo se glucosila. La adicidén o delecion de sitios de glucosilacién
en un anticuerpo se puede lograr convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de modo que se creen
0 se retiren uno o0 mas sitios de glucosilacién.

Cuando el anticuerpo comprende una regién Fc, se puede alterar el carbohidrato fijado a la misma. Los anticuerpos
naturales producidos por células de mamifero tipicamente comprenden un oligosacarido biantenario ramificado
que se fija en general por un enlace N a Asn297 del dominio CH2 de la region Fc. Véase, por ejemplo, Wright et
al. TIBTECH 15:26-32 (1997). El oligosacarido puede incluir diversos carbohidratos, por ejemplo, manosa, N-
acetilglucosamina (GIcNAc), galactosa y acido sialico, asi como una fucosa fijada a una GlcNAc en el "tallo” de la
estructura oligosacarida biantenaria. En algunos modos de realizacidon se pueden preparar modificaciones del
oligosacarido en un anticuerpo de la invencion para crear variantes de anticuerpo con determinadas propiedades
mejoradas.

En un modo de realizacion, se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una estructura de carbohidrato que
carece de fucosa fijada (directa o indirectamente) a una region Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en dicho
anticuerpo puede serde un 1% a un 80 %, deun 1% aun65 %, deun5 % aun 65 % o de un 20 % a un 40 %.
La cantidad de fucosa se determina calculando la cantidad promedio de fucosa dentro de la cadena glucidica en
Asn297, con respecto a la suma de todas las glucoestructuras fijadas a Asn 297 (por ejemplo, estructuras
complejas, hibridas y de alto contenido en manosa) como se mide por espectrometria de masas MALDI-TOF, como
se describe, por ejemplo, en el documento WO 2008/077546. Asn297 se refiere al residuo de asparagina localizado
en aproximadamente la posicion 297 en laregion Fc (numeracion EU de los residuos de la regién Fc); sin embargo,
Asn297 también se puede localizar aproximadamente £ 3 aminoacidos en direccidon 5' o0 en direccién 3' de la
posicién 297, es decir, entre las posiciones 294 y 300, debido a variaciones de secuencia menores en los
anticuerpos. Dichas variantes de fucosilacién pueden tener una funcion ADCC mejorada. Véanse, por ejemplo, la
publicacion de patente de EE. UU. n.° US 2003/0157108 (Presta, L.); US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co.,
Ltd). Los ejemplos de publicaciones relacionadas con variantes de anticuerpo "desfucosilado" o "carente de fucosa"
incluyen: los documentos US 2003/0157108, WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614; US
2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865;
WO 2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778;, WO2005/053742; W0O2002/031140;
Okazaki et al. J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Los
ejemplos de lineas celulares que pueden producir anticuerpos desfucosilados incluyen células Lec13 CHO
carentes de fucosilacion de proteinas (Ripka et al. Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986); la solicitud de
patente de EE. UU. n.° US 2003/0157108 A1, Presta, L; y el documento WO 2004/056312 A1, Adams et al.,
especialmente en el ejemplo 11) y lineas celulares con genes inactivados, tales como el gen alfa-1,6-
fucosiltransferasa, FUTS, células CHO con genes inactivados (véanse, por ejemplo, Yamane-Ohnuki et al. Biotech.
Bioeng. 87: 614 (2004), Kanda, Y. et al.,, Biotechnol. Bioeng., 94(4).680-688 (2006); y el documento
WO02003/085107).

Se proporcionan ademas variantes de anticuerpo con oligosacaridos bisecados, por ejemplo, en las que un
oligosacarido biantenario fijado a la regién Fc del anticuerpo se biseca por GIcNAc. Dichas variantes de anticuerpo
pueden tener una fucosilacion reducida y/o una funcién ADCC mejorada. Se describen ejemplos de dichas
variantes de anticuerpos, por ejemplo, en el documento WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.); la patente de
EE. UU. n.°6.602.684 (Umana et al.); y el documento US 2005/0123546 (Umana et al.). También se proporcionan
variantes de anticuerpo con al menos un residuo de galactosa en el oligosacarido fijado a la region Fc. Dichas
variantes de anticuerpo pueden tener una funcion CDC mejorada. Dichas variantes de anticuerpo se describen,
por ejemplo, en los documentos WO 1997/30087 (Patel et al.); WO 1998/58964 (Raju, S.); y WO 1999/22764 (Raju,
S).
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c. Variantes de la reqiéon Fc

En determinados modos de realizacidn, se pueden introducir una o0 mas modificaciones aminoacidicas en la region
Fc de un anticuerpo proporcionado en el presente documento, generando, de este modo, una variante de la region
Fc. La variante de la region Fc puede comprender una secuencia de la region Fc humana (por ejemplo, una regién
Fc de 1gG1, 1gG2, 1gG3 o 1gG4 humana) que comprenda una modificacién aminoacidica (por ejemplo, una
sustitucién) en una o mas posiciones de aminoacido.

En determinados modos de realizacién, la invencidn contempla una variante de anticuerpo que posee algunas pero
no todas las funciones efectoras, o que le convierte en un candidato deseable para aplicaciones en las que la
semivida del anticuerpo in vivo es importante, aunque determinadas funciones efectoras (tales como complemento
y ADCC) soninnecesarias o perjudiciales. Se pueden llevar a cabo ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo para
confirmar la reduccion/disminucién de las actividades CDC y/o ADCC. Por ejemplo, se pueden realizar ensayos de
unién al receptor de Fc (FcR) para garantizar que el anticuerpo carezca de unién a FcyR (de ahi que probablemente
carezca de actividad ADCC), pero retenga su capacidad de unidn a FcRn. Las células principales para mediar en
la ADCC, los linfocitos NK, solo expresan Fc(RIIIl, mientras que los monocitos expresan Fc(RI, Fe(RIl 'y Fe(RIII. La
expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y Kinet, Annu.
Rev. Immunol. 9:457-492 (1991). Los ejemplos no limitantes de ensayos in vitro para evaluar la actividad de ADCC
de una molécula de interés se describen en la patente de EE. UU. n.° 5.500.362 (véase, por ejemplo, Hellstrom et
al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 83:7059-7063 (1986)) y Hellstrom, | et al., Proc. Nat'l| Acad. Sci. USA 82:1499-1502
(1985); 5.821.337 (véase Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)). De forma alternativa, se
pueden emplear procedimientos de ensayos no radioactivos (véase, por ejemplo, el ensayo de citotoxicidad no
radioactivo ACTI™ para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA); y el ensayo de citotoxicidad
no radioactivo CytoTox 96® (Promega, Madison, WI). Las células efectoras utiles para dichos ensayos incluyen
leucocitos monomorfonucleares en la sangre periférica (PBMC) vy linfocitos citoliticos naturales (NK). De forma
alternativa, o adicionalmente, se puede evaluar in vivo la actividad de ADCC de la molécula de interés, por ejemplo,
en un modelo animal tal como el divulgado en Clynes et al. Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 95:652-656 (1998). También
se pueden llevar a cabo ensayos de unién a C1q para confirmar que el anticuerpo no se puede unir a C1qy de ahi
que carezca de actividad de CDC. Véase, por ejemplo, ELISA de uniéon a C1qg y C3c en los documentos
WO 2006/029879 y WO 2005/100402. Para evaluar la activacion del complemento, se puede realizar un ensayo
de CDC (véanse, por ejemplo, Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996); Cragg, M.S. et al.,
Blood 101:1045-1052 (2003); y Cragg, M.S. y M.J. Glennie, Blood 103:2738-2743 (2004)). La union a FcRn y
determinaciones del aclaramiento/semivida in vivo también se pueden realizar usando procedimientos conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo, Petkova, S.B. et al., Intl. Immunol. 18(12): 1759-1769 (20086)).

Los ejemplos no limitantes de anticuerpos con una funcion efectora reducida incluyen aquellos con sustitucion de
uno o mas de los residuos de la region Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 (patente de EE. UU. n.° 6.737.056).
Dichos mutantes de Fc incluyen mutantes de Fc con sustituciones en dos o0 mas de las posiciones aminoacidicas
265, 269, 270, 297 y 327, incluyendo el lamado mutante de Fc "DANA" con sustitucidn de los residuos 265y 297
por alanina (patente de EE. UU. n.° 7.332.581).

Se describen determinadas variantes de anticuerpo con una unién a FcR mejorada o disminuida. (Véanse, por
ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.737.056; el documento WO 2004/056312 y Shields et al., J. Biol. Chem. 9(2):
6591-6604 (2001).)

En determinados modos de realizacion, una variante de anticuerpo comprende una regién Fc con una o mas
sustituciones aminoacidicas que mejoran la ADCC, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334
de laregién Fc (numeracién EU de |os residuos).

En algunos modos de realizacién, las alteraciones se realizan en la region Fc, que dan como resultado una union
a C1q y/o una citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) alteradas (es decir, mejoradas o disminuidas),
por ejemplo, como se describe en la patente de EE. UU. n.° 6.194.551, el documento WO 99/51642 e |dusogie et
al. J. Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

En el documento US2005/0014934A1 (Hinton et al.) se describen anticuerpos con semividas incrementadas y
unién mejorada al receptor Fc neonatal (FcRn), que es responsable de la transferencia de las IgG maternas al feto
(Guyer etal., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24:249 (1994)). Estos anticuerpos comprenden
una regién Fc con una o mas sustituciones en la misma que mejoran la unién de la regién Fc a FcRn. Dichas
variantes de Fc, no limitantes, incluyen aquellas con sustituciones en uno 0 mas de los residuos de la regién Fc:
238, 256, 265, 272, 286, 303, 305, 307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 0 434, por
ejemplo, la sustitucidon del residuo 434 de la regidon Fc (patente de EE. UU. n.°7.371.826).

Véanse también Duncan y Winter, Nature 322:738-40 (1988); la patente de EE. UU. n.° 5.648.260; la patente de
EE. UU. n.° 5.624.821; y el documento WO 94/29351 con respecto a otros ejemplos de variantes de la region Fc.

d. Variantes de anticuerpo genomanipulado con cisteina
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En determinados modos de realizacion, puede ser deseable crear anticuerpos genomanipulados con cisteina, por
ejemplo, "thioMAb", en los que uno 0 mas residuos de un anticuerpo se sustituyen con residuos de cisteina. En
modos de realizacién particulares, los residuos sustituidos se producen en sitios accesibles del anticuerpo. Al
sustituir esos residuos con cisteina, los grupos tiol reactivos se sitlan, de este modo, en sitios accesibles del
anticuerpo y se pueden usar para conjugar el anticuerpo a otros restos, tales como restos de farmaco o restos de
conector-farmaco, para crear un inmunoconjugado, como se describe ademas en el presente documento. En
determinados modos de realizacion, se puede sustituir con cisteina uno cualquiera 0 mas de los siguientes
residuos: V205 (numeracion de Kabat) de la cadena ligera; A118 (numeracion EU) de la cadena pesada; y S400
(numeracién EU) de la regién Fc con las cadenas pesadas. Se pueden generar anticuerpos genomanipulados con
cisteina como se describe, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.°7.521.541.

e. Derivados de anticuerpo

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo proporcionado en el presente documento se puede modificar
ademas para que contenga restos no proteinicos adicionales que son conocidos en la técnica y estan facilmente
disponibles. Los restos adecuados para la derivatizacién del anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, polimeros
solubles en agua. Los ejemplos no limitantes de polimeros solubles en agua incluyen, pero no se limitan a,
polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol
vinilico), polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico,
poliaminoacidos (homopolimeros o bien copolimeros aleatorios) y dextrano o poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol,
homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de poli(éxido de propileno/oxido de etileno), polioles
polioxietilados (por ejemplo, glicerol), poli(alcohol vinilico) y mezclas de los mismos. El polietilenglicol-
propionaldehido puede tener ventajas en la fabricacion debido a su estabilidad en agua. El polimero puede ser de
cualquier peso molecular y puede estar ramificado 0 no ramificado. El nimero de polimeros fijados al anticuerpo
puede variar y, si se fija mas de un polimero, pueden ser las mismas moléculas o diferentes. En general, se puede
determinar el nimero y/o tipo de polimeros usados para la derivatizacion en base a consideraciones que incluyen,
pero sin limitarse a, las propiedades o funciones particulares del anticuerpo que se van a mejorar, si el derivado
de anticuerpo se usara en un tratamiento en condiciones definidas, etc.

En otro modo de realizacion se proporcionan conjugados de un anticuerpo y un resto no proteinico que se pueden
calentar selectivamente por exposicion a radiacién. En un modo de realizacién, el resto no proteico es un nanotubo
de carbono (Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 11600-11605 (2005)). La radiacién puede ser de cualquier
longitud de onda, e incluye, pero no se limita a, longitudes de onda que no dafian células normales, pero que
calientan el resto no proteinico hasta una temperatura a la que las células préximales al anticuerpo-resto no
proteinico se destruyen.

B. Composiciones y procedimientos recombinantes

Se pueden producir anticuerpos usando procedimientos y composiciones recombinantes, por ejemplo, como se
describe en la patente de EE. UU. n.° 4.816.567. En un modo de realizacidon, se proporciona un acido nucleico
aislado que codifica un anticuerpo anti-TfR descrito en el presente documento. Dicho acido nucleico puede codificar
una secuencia de aminoacidos que comprende el VL y/o una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del
anticuerpo (por ejemplo, las cadenas ligera y/o pesada del anticuerpo). En otro modo de realizacién, se
proporcionan uno o mas vectores (por ejemplo, vectores de expresion) que comprenden dicho acido nucleico. En
otro modo de realizacién, se proporciona una célula huésped que comprende dicho acido nucleico. En un modo
de realizacidon de este tipo, una célula huésped comprende (por ejemplo, se ha transformado con): (1) un vector
que comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende el VL del anticuerpo
y una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo, o (2) un primer vector que comprende un
acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende el VL del anticuerpo y un segundo
vector que comprende un &cido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del
anticuerpo. En un modo de realizacién, la célula huésped es eucariota, por ejemplo, una célula de ovario de
hamster chino (CHO) o una célula linfatica (por ejemplo, célula YO, NSO, Sp20). En un modo de realizacion, se
proporciona un procedimiento de elaboracién de un anticuerpo anti-TfR, en el que el procedimiento comprende
cultivar una célula huésped que comprende un acido nucleico que codifica el anticuerpo, como se proporciona
anteriormente, en condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo y, opcionalmente, recuperar el
anticuerpo de la célula huésped (o medio de cultivo de células huésped).

Para la produccién recombinante de un anticuerpo anti-TfR, el acido nucleico que codifica un anticuerpo, por
ejemplo, como se describe anteriormente, se aisla e inserta en uno o mas vectores para su clonacién y/o expresién
adicional en una célula huésped. Dicho acido nucleico se puede aislar y secuenciar facilmente usando
procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas oligonucleotidicas que se pueden unir
especificamente a genes que codifican las cadenas pesada y ligera del anticuerpo).

Las células huésped adecuadas para la clonacidn o expresion de vectores que codifican el anticuerpo incluyen las
células procariotas o eucariotas descritas en el presente documento. Por ejemplo, se pueden producir anticuerpos
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en bacterias, en particular, cuando no se necesitan la glucosilacién ni la funcion efectora de Fc. Para la expresién
de los fragmentos de anticuerpo y polipéptidos en bacterias, véanse, por ejemplo, las patentes de EE. UU. n.°
5.648.237, 5.789.199 y 5.840.523. (Véase también Charlton, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo,
ed., Humana Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 245-254, que describe la expresién de fragmentos de anticuerpo en E.
coli). Después de la expresién, se puede aislar el anticuerpo de la pasta de células bacterianas en una fraccién
soluble y se puede purificar adicionalmente.

Ademas de procariotas, los microbios eucariotas tales como los hongos filamentosos o levaduras son huéspedes
de clonacion o expresién adecuados para vectores que codifican anticuerpos, incluyendo cepas de hongos y
levaduras con vias de glucosilacion que se han "humanizado", dando como resultado la produccién de un
anticuerpo con un patron de glucosilacién parcial o totalmente humano. Véanse Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-
1414 (2004) y Li et al., Nat. Biotech. 24:210-215 (2006).

Las células huésped adecuadas para la expresion del anticuerpo glucosilado también derivan de organismos
pluricelulares (invertebrados y vertebrados). Los ejemplos de células de invertebrado incluyen células vegetales y
de insecto. Se han identificado numerosas cepas de baculovirus que se pueden usar conjuntamente con células
de insecto, en particular para la transfeccidén de células de Spodoptera frugiperda.

También se pueden utilizar cultivos de células vegetales como huéspedes. Véanse, por ejemplo, las patentes de
EE. UU. n.° 5059177, 6.040.498, 6.420.548, 7.125.978 y 6.417.429 (que describen la tecnologia
PLANTIBODIES™ para producir anticuerpos en plantas transgénicas).

También se pueden usar células de vertebrado como huéspedes. Por ejemplo, pueden ser Utiles lineas celulares
de mamifero que se adapten al cultivo en suspension. Otros ejemplos de lineas de células huésped de mamifero
Utiles son linea CV1 de rifidn de mono transformada por SV40 (COS-7); linea de rifidn embrionario humano (células
293 0 293 como se describe, por ejemplo, en Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifidn de cria
de hamster (BHK), células de Sertoli de ratdn (células TM4 como se describe, por ejemplo, en Mather, Biol. Reprod.
23:243-251 (1980)); células de rifién de mono (CV1); células de rifidn de mono verde africano (VERO-76); células
de carcinoma de cuello uterino humano (HELA); células de rifién canino (MDCK); células de higado de rata bufalo
(BRL 3A); células de pulmon humano (W138); células de higado humano (Hep G2); células de tumor mamario de
ratén (MMT 080562); células TRI (como se describe, por ejemplo, en Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-
68 (1982); células MRC 5; y células FS4. Otras lineas de células huésped de mamifero utiles incluyen células de
ovario de hamster chino (CHO), incluyendo células CHO DHFR- (Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216
(1980)); y lineas de células de mieloma, tales como YO, NSO y Sp2/0. Para una revision de determinadas lineas
de células huésped de mamifero adecuadas para la produccién de proteinas, véase, por ejemplo, Yazaki y Wu,
Methods in Molecular Biology, vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pp. 255-268 (2003).

C. Ensayos

Los anticuerpos anti-TfR proporcionados en el presente documento se pueden identificar, cribar por o caracterizar
para determinar sus propiedades fisicas/quimicas y/o actividades biolégicas por diversos ensayos conocidos en la
técnica.

1. Ensayos de unién y otros ensayos

Estan disponibles diversas técnicas para determinar la unidn del anticuerpo al TfR. Uno de dichos ensayos es un
ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA) para confirmar la capacidad de unirse a TfR humano (y antigeno
cerebral). De acuerdo con este ensayo, las placas recubiertas con antigeno (por ejemplo, TfR recombinante) se
incuban con una muestra que comprende el anticuerpo anti-TfR y se determina la unién del anticuerpo al antigeno
de interés.

En un aspecto, un anticuerpo de la invencion se somete a prueba para determinar su actividad de unién a antigeno,
por ejemplo, por procedimientos conocidos, tales como ELISA, inmunoelectrotransferencia, etc.

En otro aspecto, se pueden usar ensayos de competencia para identificar un anticuerpo que compite con cualquiera
de los anticuerpos de la invencion por la unién a TfR. En determinados modos de realizacion, dicho anticuerpo
competitivo se une al mismo epitopo (por ejemplo, un epitopo lineal o uno conformacional) que esta unido por
cualquiera de los anticuerpos de la invencidn, mas especificamente, cualquiera de los epitopos unidos
especificamente por anticuerpos de clase |, clase Il, clase Il o clase IV como se describe en el presente documento
(veéase, por ejemplo, el ejemplo 1 y la tabla 4. Se proporcionan procedimientos ejemplares detallados para
cartografiar un epitopo al que se une un anticuerpo en Morris (1996) "Epitope Mapping Protocols”, en Methods in
Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ).

En un ensayo de competencia ejemplar, se incuba TfR inmovilizado en una solucién que comprende un primer

anticuerpo marcado que se une a TfR (por ejemplo, uno o mas de los anticuerpos divulgados en el presente
documento) y un segundo anticuerpo no marcado que se somete a prueba para determinar su capacidad de
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competir con el primer anticuerpo por la uniéon a TfR. El segundo anticuerpo puede estar presente en un
sobrenadante de hibridoma. Como control se incuba TfR inmovilizado en una solucion que comprende el primer
anticuerpo marcado pero no el segundo anticuerpo no marcado. Después de laincubacion en condiciones propicias
para la union del primer anticuerpo a TfR, se retira el exceso de anticuerpo no unido y se mide la cantidad de
marcador asociado con TfR inmovilizado. Si se reduce sustancialmente la cantidad de marcador asociado con TfR
inmovilizado en la muestra de prueba con respecto a la muestra de control, entonces eso indica que el segundo
anticuerpo esta compitiendo con el primer anticuerpo por la unién a TfR. Véase Harlow y Lane (1988) Antibodies:
A Laboratory Manual cap. 14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

2. Ensayos de actividad

En un aspecto, se proporcionan ensayos para identificar anticuerpos anti-TfR de los mismos que tienen actividad
biolégica. La actividad biolégica puede incluir, por ejemplo, transportar un compuesto asociado/conjugado con el
anticuerpo a través de la BHE al cerebro y/o el SNC. También se proporcionan anticuerpos que tienen dicha
actividad bioldgica in vivo y/o in vitro.

En determinados modos de realizacion se somete a prueba un anticuerpo de la invencién para determinar dicha
actividad biologica.

D. Inmunoconjugados

La invencion también proporciona inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo anti-TfR en el presente
documento conjugado a uno o mas agentes citotoxicos, tales como agentes o farmacos quimioterapicos, agentes
inhibidores del crecimiento, toxinas (por ejemplo, toxinas proteicas, toxinas enzimaticamente activas de origen
bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de las mismas) o isétopos radioactivos.

La conjugacion covalente puede ser directa o bien por medio de un conector. En determinados modos de
realizacién, la conjugacion directa es por construccion de una proteina de fusién (es decir, por fusiéon genética de
los dos genes que codifican el anticuerpo anti-TfR vy, por ejemplo, el farmaco para trastornos neurolégicos y su
expresion como una Unica proteina). En determinados modos de realizacién, la conjugacioén directa es por
formacion de un enlace covalente entre un grupo reactivo de una de las dos porciones del anticuerpo anti-TfR y un
grupo correspondiente o aceptador en él, por ejemplo, farmaco neuroldgico. En determinados modos de
realizacién, la conjugacién directa es por modificacion (es decir, modificacién genética) de una de las dos moléculas
que se va a conjugar para incluir un grupo reactivo (como ejemplos no limitantes, un grupo sulfhidrilo o un grupo
carboxilo) que forma una unién covalente con la otra molécula que se va a conjugar en las condiciones apropiadas.
Como un gjemplo no limitante, una molécula (es decir, un aminoacido) con un grupo reactivo deseado (es decir,
un residuo de cisteina) se puede introducir en el anticuerpo anti-TfR y formar un enlace disulfuro con él, por
ejemplo, farmaco neurolégico. Los procedimientos para la conjugacion covalente de los acidos nucleicos a
proteinas también son conocidos en la técnica (es decir, fotorreticulacion, véase, por ejemplo, Zatsepin et al. Russ.
Chem. Rev. 74: 77-95 (2005))

La conjugacion no covalente puede ser por cualquier medio de unidn no covalente, incluyendo enlaces hidrofobos,
enlaces idnicos, interacciones electrostaticas y similares, como comprendera facilmente un experto en la técnica.

La conjugacion también se puede realizar usando una variedad de conectores. Por ejemplo, un anticuerpo anti-
TfR y un farmaco neurolégico se pueden conjugar usando una variedad de agentes de acoplamiento de proteinas
bifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato (SPDP), succinimidil-4-(N-
maleimidometilo)ciclohexano-1-carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres
(tales como adipimidato de dimetilo HCI), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo), aldehidos (tales
como glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis-(p-azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de bis-
diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)etilendiamina), diisocianatos (tales como 2,6-diisocianato de tolueno)
y compuestos de fltor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede preparar una
inmunotoxina de ricina como se describe en Vitetta et al., Science 238:1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobencil-
3-metildietilentriaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un agente quelante ejemplar para la
conjugacién del radionuclido al anticuerpo. Véase el documento W094/11026. También se pueden usar conectores
peptidicos, que comprenden de uno a veinte aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. En determinados de
dichos modos de realizacion, los aminoacidos se seleccionan de los veinte aminoéacidos naturales. En
determinados de otros de dichos modos de realizacion, uno o mas de los aminoacidos se seleccionan de glicina,
alanina, prolina, asparagina, glutamina y lisina. El conector puede ser un "conector escindible" que facilita la
liberacién del farmaco neuroldgico después de la administracién al cerebro. Por ejemplo, se puede usar un conector
labil en &cido, conector sensible a peptidasa, conector fotolabil, conector de dimetilo o conector que contiene
disulfuro (Chari et al., Cancer Res. 52:127-131 (1992); patente de EE. UU. n.° 5.208.020).

La invencidn del presente documento contempla expresamente, pero no se limita a, conjugados preparados con

reactivos reticulantes, incluyendo, pero sin limitarse a, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH,
SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-
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SMCC vy sulfo-SMPB y SVSB (succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato) que estan disponibles comercialmente (por
ejemplo, de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., EE. UU.).

En un modo de realizacién, un inmunoconjugado es un conjugado anticuerpo-farmaco (ADC) en el que un
anticuerpo se conjuga a uno o mas farmacos, incluyendo, pero sin limitarse a, un maitansinoide (véanse las
patentes de EE. UU. N.° 5.208.020, 5.416.084, y la patente europea EP 0 425 235 B1); una auristatina tal como
restos de farmaco monometilauristatina DE y DF (MMAE y MMAF) (véanse las patentes de EE. UU. n.°5.635.483
y 5.780.588, y 7.498.298); una dolastatina; una caliqueamicina o derivado de la misma (véanse las patentes de
EE. UU. n.°5.712.374,5.714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001, y 5.877.296; Hinman et
al. Cancer Res. 53:3336-3342, (1993); y Lode et al. Cancer Res. 58:2925-2928, (1998)); una antraciclina tal como
daunomicina o doxorubicina (véanse Kratz et al. Current Med. Chem. 13:477-523, (2006); Jeffrey et al. Bioorganic
& Med. Chem. Letters 16:358-362, (2006); Torgov et al. Bioconj. Chem. 16:717-721, (2005); Nagy et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 97:829-834, (2000); Dubowchik et al. Bioorg. & Med. Chem. Letters 12:1529-1532, (2002); King et
al. J. Med. Chem. 45:4336-4343, (2002); y la patente de EE. UU. n.° 6.630.579); metotrexato; vindesina; un taxano
tal como docetaxel, paclitaxel, larotaxel, tesetaxel y ortataxel; un tricoteceno; y CC1065.

En otro modo de realizacién, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se describe en el presente
documento conjugado a una toxina enzimaticamente activa o fragmento de la misma, incluyendo, pero sin limitarse
a, cadena A de difteria, fragmentos activos que no se unen de la toxina diftérica, cadena A de exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina,
proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII y PAP-S),
inhibidor de Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina,
restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos.

En otro modo de realizacién, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se describe en el presente
documento conjugado a un atomo radioactivo para formar un radioconjugado. Una variedad de isétopos
radioactivos estan disponibles para la produccion de radioconjugados. Los ejemplos incluyen At211, 1131, 1125,
Y90, Re186, Re188, Sm153, Bi212, P32, Pb212 e isétopos radioactivos de Lu. Cuando se usa el radioconjugado
para la deteccién, puede comprender un atomo radioactivo para estudios gammagraficos, por ejemplo, tc99m o
1123, o un marcador de espin para formacién de imagenes por resonancia magnética nuclear (RMN) (también
conocida como formacion de imagenes por resonancia magnética, RM), tal como yodo-123 de nuevo, yodo-131,
indio-111, fluor-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

E. Composiciones y procedimientos para diagndstico y deteccién

En determinados modos de realizacién, cualquiera de los anticuerpos anti-TfR divulgados en el presente
documento es Util para detectar la presencia de TfR en una muestra biologica. El término "detectar" como se usa
en el presente documento engloba la deteccion cuantitativa o cualitativa. En determinados modos de realizacién,
una muestra bioldégica comprende una célula o tejido, tal como sangre (es decir, globulos rojos inmaduros), LCR y
tejido que contiene BHE.

En un modo de realizacién se proporciona un anticuerpo anti-TfR para su uso en un procedimiento de diagnostico
o deteccién. En otro aspecto se proporciona un procedimiento de deteccion de la presencia de TfR en una muestra
biolégica. En determinados modos de realizacién, el procedimiento comprende poner en contacto la muestra
biolégica con un anticuerpo anti-TfR como se describe en el presente documento en condiciones propicias para la
unién del anticuerpo anti-TfR a TfR, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo anti-TfR y TfR. Dicho
procedimiento puede ser un procedimiento in vitro o in vivo. En un modo de realizacién se usa un anticuerpo anti-
TfR para seleccionar sujetos idoneos para su tratamiento con un anticuerpo anti-TfR, por ejemplo, donde TfR es
un biomarcador para la seleccidn de pacientes.

Los trastornos ejemplares que se pueden diagnosticar usando un anticuerpo de la invencién incluyen trastornos
que implican glébulos rojos inmaduros, debido al hecho de que el TfR se expresa en reticulocitos y, por lo tanto,
es detectable por cualquiera de los anticuerpos de la invencidon. Dichos trastornos incluyen anemia y otros
trastornos que surgen de niveles reducidos de reticulocitos, o policitemia congénita o policitemia vera neoplasica,
donde los recuentos elevados de globulos rojos debido a la hiperproliferacion de, por ejemplo, reticulocitos, dan
como resultado un espesamiento de la sangre y sintomas fisiolégicos concomitantes.

En determinados modos de realizacién se proporcionan anticuerpos anti-TfR marcados. Los marcadores incluyen,
pero no se limitan a, marcadores o restos que se detectan directamente (tales como marcadores fluorescentes,
cromoforos, electrodensos, quimioluminiscentes y radioactivos), asi como restos, tales como enzimas o ligandos,
que se detectan indirectamente, por ejemplo, a través de una reaccion enzimatica o interaccion molecular. Los
marcadores ejemplares incluyen, pero no se limitan a, los radioisétopos 32P, 14C, 1251, 3Hy 131I, fluoréforos tales
como quelatos de tierras raras o fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, umbeliferona,
luceriferasas, por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana (patente de EE. UU. n.° 4.737.456),
luciferina, 2,3-dihidroftalazinodionas, peroxidasa de rabano picante (HRP), fosfatasa alcalina, B-galactosidasa,
glucoamilasa, lisozima, sacarido oxidasas, por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato
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deshidrogenasa, oxidasas heterociclicas tales como uricasa y xantina oxidasa, acopladas con una enzima que
emplea peréxido de hidrogeno para oxidar un precursor de tinte tal como HRP, lactoperoxidasa o microperoxidasa,
biotina/avidina, marcadores de espin, marcadores de bacteriéfagos, radicales libres estables y similares.

En un modo de realizacién, el anticuerpo intacto carece de funcion efectora. En otro modo de realizacion, el
anticuerpo intacto tiene una funcion efectora reducida. En otro modo de realizacion, el anticuerpo intacto se
genomanipula para que tenga una funcion efectora reducida. En un aspecto, el anticuerpo es un Fab. En otro
aspecto, el anticuerpo tiene una o mas mutaciones de Fc que reducen o eliminan la funcion efectora. En otro
aspecto, el anticuerpo tiene una glucosilacidon modificada debido, por ejemplo, a que el anticuerpo se produce en
un sistema que carece de enzimas de glucosilacion humanas normales. En otro aspecto, la cadena principal de Ig
se modifica a una que posee naturalmente una funcién efectora limitada o nula.

Estan disponibles diversas técnicas para determinar la unidn del anticuerpo al TfR. Uno de dichos ensayos es un
ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA) para confirmar la capacidad de unirse a TfR humano (y antigeno
cerebral). De acuerdo con este ensayo, las placas recubiertas con antigeno (por ejemplo, TfR recombinante) se
incuban con una muestra que comprende el anticuerpo anti-TfR y se determina la unién del anticuerpo al antigeno
de interés.

Los ensayos para evaluar la captacién del anticuerpo administrado sistémicamente y otra actividad biolégica del
anticuerpo se pueden realizar como se divulga en los ejemplos 0 como es conocido para el anticuerpo anti-antigeno
cerebral de interés.

En un aspecto, se proporcionan ensayos para identificar anticuerpos anti-TfR conjugados (covalente o bien no
covalentemente) con anticuerpos anti-BACE1 que tienen actividad biolégica. La actividad bioldgica puede incluir,
por ejemplo, la inhibicidn de la actividad aspartil-proteasa de BACE1. También se proporcionan anticuerpos que
tienen dicha actividad bioldgica in vivo y/o in vitro, por ejemplo, como se evalla por el ensayo de fluorescencia
homogénea resuelta en el tiempo (HTRF) o un ensayo de electroforesis capilar de microfluidos (MCE) usando
péptidos sintéticos de sustrato, o in vivo en lineas celulares que expresan sustratos de BACE1 tales como APP.

F. Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones farmacéuticas de un anticuerpo anti-TfR como se describe en el presente documento se
preparan mezclando dicho anticuerpo que tiene el grado de pureza deseado con uno o mas vehiculos, excipientes
o estabilizantes farmacéuticamente aceptables opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences, 16.2 edicién,
Osol, A. Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes o
estabilizantes farmacéuticamente aceptables, en general, no son téxicos para los receptores a las dosificaciones
y concentraciones empleadas e incluyen, pero no se limitan a: tampones tales como fosfato, citrato y otros acidos
organicos; antioxidantes, incluyendo &acido ascdrbico y metionina;, conservantes (tales como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol
butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-
pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas
tales como seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona;
aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y
otros carbohidratos, incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; glucidos tales
como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sal tales como sodio; complejos metalicos
(por ejemplo, complejos Zn-proteina) y/o tensioactivos no iénicos tales como polietilenglicol (PEG). Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables ejemplares en el presente documento incluyen ademas agentes de dispersion
intersticial de farmacos tales como glucoproteinas hialuronidasas activas a pH neutro solubles (sHASEGP), por
ejemplo, glucoproteinas hialuronidasas PH-20 solubles humanas, tales como rHuPH20 (HYLENEX®, Baxter
International, Inc.). Determinadas sHA-SEGP ejemplares y procedimientos de uso, incluyendo rHUPH20, se
describen en las publicaciones de patente de EE. UU. n.° 2005/0260186 y 2006/0104968. En un aspecto, una
sHASEGP se combina con una o0 mas glucosaminoglucanasas adicionales tales como condroitinasas.

Se describen formulaciones de anticuerpo liofilizadas ejemplares en la patente de EE. UU. n.° 6.267.958. Las
formulaciones de anticuerpos acuosas incluyen las descritas en la patente de EE. UU. n.°6.171.586 y el documento
WO 2006/044908, incluyendo estas ultimas formulaciones un tampdn acetato-histidina.

La formulaciéon en el presente documento también puede contener mas de un ingrediente activo segun sea
necesario para la indicacion particular que se trate, preferentemente aquellos con actividades complementarias
que no se ven afectadas de manera adversa entre si. Por ejemplo, puede ser deseable proporcionar ademas uno
0 mas ingredientes activos para tratar un trastorno neuropatico, una enfermedad neurodegenerativa, cancer, un
trastorno por enfermedad ocular, un trastorno convulsivo, una enfermedad de almacenamiento lisosémico, una
amiloidosis, una enfermedad virica o microbiana, isquemia, un trastorno del comportamiento o inflamacién del
SNC. A continuacion en el presente documento, se analizan dichos medicamentos ejemplares. Dichos ingredientes
activos estan presentes adecuadamente en combinacion en cantidades que son eficaces para el propdsito previsto.
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Se pueden atrapar ingredientes activos en microcapsulas preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacién
0 por polimerizacién interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y microcapsulas de
poliimetiimetacrilato), respectivamente, en sistemas de administracién de farmaco coloidales (por ejemplo,
liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones.
Dichas técnicas se divulgan, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences 16.2 edicién, ed. Osol, A
(1980). Uno o mas ingredientes activos se pueden encapsular en liposomas que estan acoplados a anticuerpos
anti-TfR descritos en el presente documento (véase, por ejemplo, la publicacidn de solicitud de patente de EE. UU.
n.° 20020025313).

Se pueden preparar preparaciones de liberacién mantenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de
liberacion mantenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el
anticuerpo, estando dichas matrices en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas.
Los ejemplos no limitantes de matrices de liberacién mantenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo,
poliimetacrilato de 2-hidroxietilo) o poli(alcohol vinilico)), polilactidas (patente de EE. UU. n° 3.773.919),
copolimeros de acido L-glutamico y L-glutamato de y-etilo, copolimeros de etileno-acetato de vinilo no degradables,
de &cido lactico-acido glicélico degradables, tales como LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas
de copolimero de acido lactico-acido glicolico y acetato de leuprolida) y poli(acido D-(-)-3-hidroxibutirico).

Las formulaciones que se van a usar para la administracién in vivo son en general estériles. La esterilidad se puede
lograr facilmente, por ejemplo, por filtracién a través de membranas de filtracion estériles.

G. Composiciones y procedimientos terapéuticos

Se puede usar cualquiera de los anticuerpos anti-TfR proporcionados en el presente documento en procedimientos
terapéuticos. En un aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-TfR para su uso como medicamento. Por ejemplo,
la invencién proporciona un procedimiento de transporte de un compuesto terapéutico a través de la barrera
hematoencefalica con impacto reducido o eliminado sobre poblaciones de gldbulos rojos que comprende exponer
el anticuerpo anti-TfR acoplado a un compuesto terapéutico (por ejemplo, un anticuerpo multiespecifico que se
une tanto al TfR como a un antigeno cerebral) a la BHE, de modo que el anticuerpo transporta el compuesto
terapéutico acoplado al mismo a través de la BHE. En otro ejemplo, la invencién proporciona un procedimiento de
transporte de un farmaco para trastornos neurolégicos a través de la barrera hematoencefalica que comprende
exponer un anticuerpo anti-TfR de la invencién acoplado a un farmaco para trastornos cerebrales (por ejemplo, un
anticuerpo multiespecifico que se une tanto al TfR como a un antigeno cerebral) a la BHE de modo que el
anticuerpo transporta el farmaco para trastornos neurolégicos acoplado al mismo a través de la BHE con impacto
reducido o eliminado sobre poblaciones de gldbulos rojos. En un modo de realizacién, la BHE es de un mamifero
(por ejemplo, un ser humano), por ejemplo, uno que tenga un trastorno neuroldgico, incluyendo, sin limitacién:
enfermedad de Alzheimer (EA), apoplejia, demencia, distrofia muscular (DM), esclerosis multiple (EM), esclerosis
lateral amiotrofica (ELA), fibrosis quistica, sindrome de Angelman, sindrome de Liddle, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Pick, enfermedad de Paget, cancer, lesion cerebral traumatica, etc.

En un modo de realizacion, el trastorno neurolégico se selecciona de: una neuropatia, una amiloidosis, un cancer
(por ejemplo, que implica al SNC o cerebro), una enfermedad o trastorno ocular, una infeccién virica o microbiana,
inflamacién (por ejemplo, del SNC o cerebro), isquemia, enfermedad neurodegenerativa, convulsiones, trastorno
del comportamiento, enfermedad de almacenamiento lisosdmico, etc. Los anticuerpos de la invencién son, en
particular, adecuados para el tratamiento de dichos trastornos neuroldgicos debido a su capacidad de transportar
uno o mas ingredientes activos asociados/compuestos terapéuticos acoplados a través de la BHE y al
SNC/cerebro, donde dichos trastornos encuentran su base molecular, celular o virica/microbiana.

Los trastornos neuropaticos son enfermedades 0 anomalias del sistema nervioso que estan caracterizados por
una sefializacion nerviosa inapropiada o incontrolada o carencia de la misma, e incluyen, pero no se limitan a, dolor
cronico (incluyendo dolor nocisensible), dolor provocado por una lesion en los tejidos corporales, incluyendo dolor
relacionado con cancer, dolor neuropatico (dolor provocado por anomalias en los nervios, médula espinal o
cerebro) y dolor psicégeno (total o principalmente relacionado con un trastorno psicologico), cefalea, migrafia,
neuropatia, y sintomas y sindromes que a menudo acompafian a dichos trastornos neuropaticos, tales como
vértigo o nauseas.

Para un trastorno neuropatico, se puede seleccionar un farmaco neurolégico que sea un analgésico, incluyendo,
pero sin limitarse a, un analgésico opiaceo/opioide (es decir, morfina, fentanilo, hidrocodona, petidina, metadona,
oximorfona, pentazocina, propoxifeno, tramadol, codeina y oxicodona), un farmaco antiinflamatorio no esteroideo
(AINE) (es decir, ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco, diflunisal, etodolaco, fenoprofeno, flurbiprofeno,
indometacina, ketorolaco, acido mefenamico, meloxicam, nabumetona, oxaprozina, piroxicam, sulindaco y
tolmetina), un corticoesteroide (es decir, cortisona, prednisona, prednisolona, dexametasona, metilprednisolona y
triamcinolona), un agente antimigrafioso (es decir, sumatriptina, almotriptan, frovatriptan, sumatriptan, rizatriptan,
eletriptan, zolmitriptan, dihidroergotamina, eletriptan y ergotamina), paracetamol, un salicilato (es decir, acido
acetilsalicilico, salicilato de colina, salicilato de magnesio, diflunisal y salsalato), un anticonvulsivo (es decir,
carbamacepina, clonazepam, gabapentina, lamotrigina, pregabalina, tiagabina y topiramato), un anestésico (es
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decir, isoflurano, tricloroetileno, halotano, sevoflurano, benzocaina, cloroprocaina, cocaina, ciclometicaina,
dimetocaina, propoxicaina, procaina, novocaina, proparacaina, tetracaina, articaina, bupivacaina, carticaina,
cincocaina, etidocaina, levobupivacaina, lidocaina, mepivacaina, piperocaina, prilocaina, ropivacaina, trimecaina,
saxitoxina y tetrodotoxina), y un inhibidor de cox-2 (es decir, celecoxib, rofecoxib y valdecoxib). Para un trastorno
neuropatico con afectaciéon por vértigo, se puede seleccionar un farmaco neuroldégico que sea un agente
antivertiginoso, incluyendo, pero sin limitarse a, meclizina, difenhidramina, prometazina y diazepam. Para un
trastorno neuropatico con afectacion por nauseas, se puede seleccionar un farmaco neurolégico que sea un agente
antiemético, incluyendo, pero sin limitarse a, prometazina, clorpromazina, proclorperazina, trimetobenzamida y
metoclopramida.

Las amiloidosis son un grupo de enfermedades y trastornos asociados con los depdsitos proteinicos extracelulares
en el SNC, incluyendo, pero sin limitarse a, amiloidosis secundaria, amiloidosis senil, enfermedad de Alzheimer
(EA), deterioro cognitivo leve (DCL), demencia con cuerpos de Lewy, sindrome de Down, hemorragia cerebral
hereditaria con amiloidosis (de tipo holandés); el complejo de Parkinson-demencia de Guam, angiopatia amiloide
cerebral, enfermedad de Huntington, paralisis supranuclear progresiva, esclerosis multiple; enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, enfermedad de Parkinson, encefalopatia espongiforme transmisible, demencia relacionada con
VIH, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), miositis con cuerpos de inclusiéon (MCI) y enfermedades oculares
relacionadas con el depdsito de amiloide beta (es decir, degeneracidon macular, neuropatia éptica relacionada con
drusas y cataratas).

Para la amiloidosis, se puede seleccionar un farmaco neurolégico que incluya, pero no se limite a, un anticuerpo u
otra molécula de unién (incluyendo, pero sin limitarse a, una molécula pequefia, un péptido, un aptamero u otro
aglutinante a proteina) que se une especificamente a una diana seleccionada de: beta-secretasa, tau, presenilina,
proteina precursora de amiloide o porciones de la misma, péptido amiloide beta u oligdmeros o fibrillas del mismo,
receptor de muerte 6 (DR6), receptor para productos finales de glucacion avanzada (RAGE), parkina y huntingtina;
un inhibidor de la colinesterasa (es decir, galantamina, donepezilo, rivastigmina y tacrina); un antagonista del
receptor de NMDA (es decir, memantina), un producto que disminuye las monoaminas (es decir, tetrabenazina),
un mesilato ergoloide; un agente de antiparkinsonismo anticolinérgico (es decir, prociclidina, difenhidramina,
trihexilfenidilo, benzatropina, biperideno y trihexifenidilo); un agente de antiparkinsonismo dopaminérgico (es decir,
entacapona, selegilina, pramipexol, bromocriptina, rotigotina, selegilina, ropinirol, rasagilina, apomorfina,
carbidopa, levodopa, pergolida, tolcapona y amantadina); una tetrabenazina; un antiinflamatorio (incluyendo, pero
sin limitarse a, un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (es decir, indometicina y otros compuestos enumerados
anteriormente); una hormona (es decir, estrégeno, progesterona y leuprolida); una vitamina (es decir, folato y
nicotinamida) ; una dimebolina; una homotaurina (es decir, acido 3-aminopropanosulfénico; 3-APS); un modulador
de la actividad de los receptores de la serotonina (es decir, xaliprodeno); un interferéon y un glucocorticoide.

Los canceres del SNC se caracterizan por la proliferacién andmala de una o mas células del SNC (es decir, una
célula neural) e incluyen, pero no se limitan, glioma, glioblastoma multiforme, meningioma, astrocitoma, neuroma
acustico, condroma, oligodendroglioma, meduloblastomas, ganglioglioma, schwannoma, neurofibroma,
neuroblastoma y tumores extradural, intramedular o intradural.

Para el cancer, se puede seleccionar un farmaco neuroldgico que sea un agente quimioterapico. Los ejemplos de
agentes quimioterapicos incluyen agentes alquilantes, tales como tiotepa y ciclosfosfamida CYTOXAN®;
sulfonatos de alquilo, tales como busulfano, improsulfano y piposulfano; aziridinas, tales como benzodopa,
carbocuona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas, incluyendo altretamina, trietienmelamina,
trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y trimetiloimelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina vy
bulatacinona); delta-9-tetrahidrocanabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapachol; colquicinas; acido
betulinico; una camptotecina (incluyendo el analogo sintético topotecan) (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan,
CAMPTOSAR®), acetilcamptotecina, escopolectina y 9-aminocamptotecina); briostatina; calistatina; CC-1065
(incluyendo sus anélogos sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico;
tenipdsido; criptoficinas (en particular, criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los
analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina;
mostazas nitrogenadas, tales como clorambucilo, clornafazina, clorofosfamida, estramustina, ifosfamida,
clormetina, clorhidrato de 6xido de clormetina, melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida,
uramustina; nitrosoureas, tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimnustina;
antibidticos, tales como los antibiéticos enodiinos (por ejemplo, calicheamicina, especialmente calicheamicina
gamma |l y calicheamicina omega Il (véase, por ejemplo, Angew. Chem. Intl. Ed. Engl., 33 (1994) 183-186);
dinemicina, incluyendo dinemicina A; una esperamicina; asi como cromoéforo de neocarzinostatina y croméforos
de antibiéticos enodiinos de cromoproteinas relacionados), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina,
bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina,
detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina ADRIAMYCIN® (incluyendo morfolinodoxorubicina,
cianomorfolinodoxorubicina, 2-pirrolinodoxorubicina y desoxidoxorubicina), epirubicina, esorubicina, idarubicina,
marcelomicina, mitomicinas, tales como mitomicina C, &acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas,
peplomicina, porfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina,
ubenimex, zinostatina, zorubicina; antimetabolitos, tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos de
acido fdlico, tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de purina, tales como
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fludarabina, 68-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina, tales como ancitabina, azacitidina,
6-25-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; androgenos, tales
como calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona; antiadrenales, tales
como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reponedor de &cido fdlico, tal como acido frolinico; aceglatona;
glucédsido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato;
defofamina; demecolcina; diaziquona, elfomitina; acetato de eliptinio; una epotilona; etoglucido; nitrato de galio;
hidroxiurea; lentinano; lonidamina; maitansinoides, tales como maitansina y ansamitocinas;, mitoguazona;
mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; phenamet, pirarrubicina; losoxantrona; 2-etilhidracida;
procarbacina; complejo de polisacarido PSK® (JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxano; rizoxina; sizofirano;
espirogermanio; acido tenuazonico; triazicuona, 2,2',2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente, toxina T-
2, verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; vindesina, (ELDISINE®, FILDESIN®); dacarbacina;
manomustina; mitobronitol; mitolactol; 5-pipobromano; gacitosina; arabindsido ("Ara-C"); tiotepa; taxoides, por
ejemplo, paclitaxel TAXOL® (Bristol-Myers-Squibb Oncology, Princeton, N.J.), formulacion de paclitaxel en
nanoparticulas genomanipuladas con albumina libres de Cremophor ABRAXANETM (American Pharmaceutical
Partners, Schaumberg, lllinois) y doxetaxel TAXOTERE® (Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Francia); clorambucilo;
gemcitabina (GEMZAR®); 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; analogos de platino, tales como cisplatino y
carboplatino; vinblastina (VELBAN®); platino; etopdsido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina
(ONCOVIN®); oxaliplatino; leucovovina; vinorelbina (NAVELBINE®); novantrona;, edatrexato; daunomicina;
aminopterina; ibandronato; inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluorometililornitina (DMFO); retinoides, tales
como acido retinoico; capecitabina (XELODA®), sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de
cualquiera de los anteriores; asi como combinaciones de dos o mas de los anteriores, tales como CHOP, una
abreviatura para un tratamiento combinado de ciclofosfamida, doxorubicina, vincristina y prednisolona, y FOLFOX,
una abreviatura para una pauta de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATINTM) combinado con 5-FU y leucovovina.

También se incluyen en esta definicién de agentes quimioterapicos los agentes antihormonales que actlan para
regular, reducir, bloguear o inhibir los efectos de hormonas que pueden promover el crecimiento del cancer, y que
estdn a menudo en forma de tratamiento sistémico o de todo el cuerpo. Pueden ser las propias hormonas. Los
ejemplos incluyen antiestrégenos y moduladores selectivos del receptor de estrégenos (SERM), incluyendo, por
ejemplo, tamoxifeno (incluyendo tamoxifeno NOLVADEX®), raloxifeno EVISTA®, droloxifeno, 4-hidroxitamoxifeno,
trioxifeno, keoxifeno, LY117018, onapristona y toremifeno FARESTON®; antiprogesteronas; reguladores por
disminucion del receptor de estrogenos (ERD); agentes que funcionan para suprimir o apagar los ovarios, por
ejemplo, agonistas de la hormona liberadora de la hormona luteinizante (LHRH) tales como acetato de leuprorelina
LUPRON® y ELIGARD®, acetato de goserelina, acetato de buserelina y tripterelina; otros antiandrégenos, tales
como flutamida, nilutamida y bicalutamida; e inhibidores de la aromatasa que inhiben la enzima aromatasa, que
regula la produccidén de estréogenos en las glandulas suprarrenales, tales como, por ejemplo, 4(5)-imidazoles,
aminoglutetimida, acetato de megestrol MEGASE®, exemestano AROMASIL®, formestano, fadrozol, vorozol
RIVISOR®, letrozol FEMARA® y anastrozol ARIMIDEX®. Ademas, dicha definicién de agentes quimioterapéuticos
incluye bifosfonatos como clodronato (por ejemplo, BONEFOS® u OSTAC®), etidronato DIDROCAL®, NE-58095,
acido zoledrénico/zoledronato ZOMETA®, alendronato FOSAMAX®, pamidronato AREDIA®, tiludronato SKELID®
o risedronato ACTONEL®; asi como troxacitabina (un analogo 1,3-dioxolano nucleosidico de citosina);
oligonucleétidos antisentido, en particular los que inhiben la expresién de genes en las vias de sefalizacién
implicadas en la proliferacion celular anomala, tales como, por ejemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras y receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR); vacunas tales como vacuna THERATOPE® y vacunas de tratamiento génico,
por ejemplo, vacuna ALLOVECTIN®, vacuna LEUVECTIN® y vacuna VAXID®; inhibidor de topoisomerasa 1
LURTOTECAN®; rmRH ABARELIX®; ditosilato de lapatinib (un inhibidor de molécula pequefia de tirosina cinasa
doble ErbB-2 y EGFR, también conocido como GW572016); y sales, acidos o derivados farmacéuticamente
aceptables de cualquiera de los anteriores.

Otro grupo de compuestos que se pueden seleccionar como farmacos neurologicos para el tratamiento o
prevenciéon del cancer son inmunoglobulinas antineoplasicas (incluyendo, pero sin limitarse a, trastuzumab,
pertuzumab, bevacizumab, alemtuzumab, cetuximab, gemtuzumab ozogamicin, ibritumomab tiuxetan,
panitumumab y rituximab). En algunos casos, se pueden usar anticuerpos junto con un marcador 0 conjugado
tdxico para seleccionar como diana y destruir células deseadas (es decir, células cancerosas), incluyendo, pero
sin limitarse a, tositumomab con un radiomarcador de 1311 o trastuzumab emtansina.

Las enfermedades o trastornos oculares son enfermedades o trastornos del ojo, que, para los propdsitos en el
presente documento, se considera un érgano del SNC segregado por la BHE. Las enfermedades o trastornos
oculares incluyen, pero no se limitan a, trastornos de la esclerdtica, cornea, iris y cuerpo ciliar (es decir, escleritis,
queratitis, Ulcera corneal, abrasién corneal, nifablepsia, ojo de arco, queratitis puntiforme superficial de Thygeson,
neovascularizacién corneal, distrofia de Fuchs, queratocono, queratoconjuntivitis seca, iritis y uveitis), trastornos
del cristalino (es decir, cataratas), trastornos de la coroides y retina (es decir, desprendimiento de retina,
retinosquisis, retinopatia hipertensiva, retinopatia diabética, retinopatia, retinopatia del prematuro, degeneracién
macular senil, degeneracién macular (himeda o seca), membrana epirretiniana, retinitis pigmentosa y edema
macular), glaucoma, moscas volantes, trastornos del nervio 6ptico y vias visuales (es decir, neuropatia éptica
hereditaria de Leber y drusas del disco &ptico), trastornos de los musculos oculares/movimiento
binocularfacomodacién/refraccion (es decir, estrabismo, oftalmoparesia, oftalmoplejia externa progresiva,

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2970 063 T3

estrabismo convergente, estrabismo divergente, hipermetropia, miopia, astigmatismo, anisometropia, presbicia y
oftalmoplejia), trastornos visuales y ceguera (es decir, ambliopia, amaurosis congénita de Lever, escotoma,
daltonismo, acromatopsia, ambliopia nocturna, ceguera, oncocercosis y microftalmia/coloboma), conjuntivitis,
signo de Argyll Robertson, queratomicosis, xeroftalmia y aniridia.

Para una enfermedad o trastorno ocular, se puede seleccionar un farmaco neuroldgico que sea un agente oftalmico
antiangiogénico (es decir, bevacizumab, ranibizumab y pegaptanib), un agente para glaucoma oftalmico (es decir,
carbacol, epineftina, bromuro de demecario, apraclonidina, brimonidina, brinzolamida, levobunolol, timolol,
betaxolol, dorzolamida, bimatoprost, carteolol, metipranolol, dipivefrina, travoprosty latanoprost), un inhibidor de la
anhidrasa carbénica (es decir metazolamida y acetazolamida), un antihistaminico oftalmico (es decir, nafazolina,
fenilefrina y tetrahidrozolina), un lubricante ocular, un esteroide oftalmico (es decir, fluorometolona, prednisolona,
loteprednol, dexametasona, difluprednato, rimexolona, fluocinolona, medrisona y triamcinolona), un anestésico
oftalmico (es decir lidocaina, proparacaina y tetracaina), un antiinfeccioso oftalmico (es decir, levofloxacino,
gatifloxacino, ciprofloxacino, moxifoxacino, cloranfenicol, bacitracina/polimixina b, sulfacetamida, tobramicina,
azitromicina, besifloxacino, norfloxacino, sulfisoxazol, gentamicina, idoxuridina, eritromicina, natamicina,
gramicidina, neomicina, ofloxacino, trifuridina, ganciclovir, vidarabina), un agente antiinflamatorio oftalmico (es
decir, nepafenaco, ketorolaco, flurbiprofeno, suprofeno, ciclosporina, triamcinolona, diclofenaco y bromfenaco), y
un antihistaminico o descongestivo oftalmico (es decir, ketotifeno, olopatadina, epinastina, nafazolina, cromolina,
tetrahidrozolina, pemirolast, bepotastina, nafazolina, fenilefrina, nedocromilo, lodoxamida, fenilefrina, emedastina
y azelastina).

Las infecciones viricas o microbianas del SNC incluyen, pero no se limitan a, infecciones por virus (es decir, gripe,
VIH, virus de la poliomielitis, rubéola), bacterias (es decir, Neisseria sp., Streptococcus sp., Pseudomonas sp.,
Proteus sp., E. coli, S. aureus, Pneumococcus sp., Meningococcus sp., Haemophilus sp. y Mycobacterium
tuberculosis) y otros microorganismos, tales como hongos (es decir, levaduras, Cryptococcus neoformans),
parasitos (es decir, Toxoplasma gondii) 0 amebas que dan como resultado fisiopatologias del SNC incluyendo,
pero sin limitarse a, meningitis, encefalitis, mielitis, vasculitis y absceso, que pueden ser agudas o crénicas.

Para una enfermedad virica o microbiana, se puede seleccionar un farmaco neurolégico que incluya, pero no se
limite a, un compuesto antivirico (incluyendo, pero sin limitarse a, un antivirico de adamantano (es decir,
rimantadina y amantadina), un interferén antivirico (es decir, peg-interferén alfa-2b), un antagonista del receptor
de quimiocina (es decir, maraviroc), un inhibidor de la transferencia de la cadena de integrasa (es decir, raltegravir),
un inhibidor de la neuraminidasa (es decir, oseltamivir y zanamivir), un inhibidor no nucleosidico de la
retrotranscriptasa (es decir, efavirenz, etravirina, delavirdina y nevirapina), inhibidores nucleosidicos de la
retrotranscriptasa (tenofovir, abacavir, lamivudina, zidovudina, estavudina, entecavir, emtricitabina, adefovir,
zalcitabina, telbivudina y didanosina), un inhibidor de la proteasa (es decir, darunavir, atazanavir, fosamprenavir,
tipranavir, ritonavir, nelfinavir, amprenavir, indinavir y saquinavir), un nucleésido purinico (es decir, valaciclovir,
famciclovir, aciclovir, ribavirina, ganciclovir, valganciclovir y cidofovir) y un antivirico variado (es decir, enfuvirtida,
foscamet, palivizumab y fomivirsen)), un antibiético (incluyendo, pero sin limitarse a, aminopenicilina (es decir,
amoxicilina, ampicilina, oxacilina, nafcilina, cloxacilina, dicloxacilina, flucoxacilina, temocilina, azlocilina,
carbenicilina, ticarcilina, mezlocilina, piperacilina y bacampicilina), una cefalosporina (es decir, cefazolina,
cefalexina, cefalotina, cefamandol, ceftriaxona, cefotaxima, cefpodoxima, ceftazidima, cefadroxilo, cefradina,
loracarbef, cefotetan, cefuroxima, cefprozilo, cefaclor y cefoxitina), un carbapenémico/penémico (es decir,
imipenem, meropenem, ertapenem, faropenem vy doripenem), un monobactamico (es decir, aztreonam,
tigemonam, norcardicina A y tabtoxinina betalactamica), un inhibidor de la betalactamasa (es decir, acido
clavulanico, tazobactam y sulbactam) junto con otro antibiético betalactamico, un aminoglucésido (es decir,
amikacina, gentamicina, kanamicina, neomicina, netilmicina, estreptomicina, tobramicina y paromomicina), una
ansamicina (es decir, geldanamicina y herbimicina), un carbacefem (es decir, loracarbef), un glucopéptido (es decir,
teicoplanina y vancomicina), un macrdélido (es decir, azitromicina, claritromicina, diritromicina, eritromicina,
roxitromicina, troleandomicina, telitromicina y espectinomicina), un monobactamico (es decir, azetreonam), una
quinolona (es decir, ciprofloxacino, enoxacino, gatifloxacino, levofloxacino, lomefloxacino, moxifloxacino,
norfloxacino, ofloxacino, trovafloxacino, grepafloxacino, esparfloxacino y temafloxacino), una sulfonamida (es decir,
mafenamida, sulfonamidocrisoidina, sulfacetamida, sulfadiazina, sulfametizol, sulfanilamida, sulfasalazina,
sulfisoxazol, trimetoprima, trimetoprima y sulfametoxazol), una tetraciclina (es decir, tetraciclina, demeclociclina,
doxiciclina, minociclina y oxitetraciclina), un antibiético antineoplasico o citotéxico (es decir, doxorubicina,
mitoxantrona, bleomicina, daunorubicina, dactinomicina, epirubicina, idarubicina, plicamicina, mitomicina,
pentostatina y valrubicina) y un compuesto antibacteriano variado (es decir, bacitracina, colistina y polimixina B)),
un antifungico (es decir, metronidazol, nitazoxanida, tinidazol, cloroquina, yodoquinol y paromomicina) y un
antiparasitario (incluyendo, pero sin limitarse a, quinina, cloroquina, amodiaquina, pirimetamina, sulfadoxina,
proguanil, mefloquina, atovacuona, primaquina, artemesinina, halofantrina, doxiciclina, clindamicina, mebendazol,
pamoato de pirantel, tiabendazol, dietilcarbamazina, ivermectina, rifampina, anfotericina B, melarsoprol, efornitina
y albendazol).

La inflamacion del SNC incluye, pero no se limita a, inflamacion que esta provocada por una lesion en el SNC, que

puede ser una lesion fisica (es decir, debido a un accidente, cirugia, traumatismo cerebral, lesidon de la médula
espinal, conmocidn cerebral) y una lesién debida o relacionada con una o mas de otras enfermedades o trastornos
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del SNC (es decir, absceso, cancer, infeccién virica o microbiana).

Para la inflamacion del SNC, se puede seleccionar un farmaco neurolégico que aborda la propia inflamacién (es
decir, un agente antiinflamatorio no esteroideo como ibuprofeno o naproxeno), o uno que trata la causa subyacente
de la inflamacién (es decir, un agente antivirico o antineoplasico).

La isquemia del SNC, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo de trastornos relacionados
con una circulacion sanguinea o comportamiento vascular anémalo en el cerebro o a las causas de los mismos, e
incluye, pero no se limita a: isquemia cerebral focal, isquemia cerebral global, apoplejia (es decir, hemorragia
subaracnoidea y hemorragia intracerebral) y aneurisma.

Para la isquemia, se puede seleccionar un farmaco neurolégico que incluya, pero no se limite a, un trombolitico
(es decir, urocinasa, alteplasa, reteplasa y tenecteplasa), un inhibidor de la agregacién plaquetaria (es decir, acido
acetilsalicilico, cilostazol, clopidogrel, prasugrel y dipiridamol), una estatina (es decir, lovastatina, pravastatina,
fluvastatina, rosuvastatina, atorvastatina, simvastatina, cerivastatina y pitavastatina) y un compuesto para mejorar
la circulaciéon sanguinea o la flexibilidad vascular, incluyendo, por ejemplo, antihipertensores.

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo de enfermedades y trastornos asociados con la pérdida de
funcién o muerte de las células neurales en el SNC, e incluyen, pero no se limitan a: adrenoleucodistrofia,
enfermedad de Alexander, enfermedad de Alper, esclerosis lateral amiotrofica, ataxia telangiectasia, enfermedad
de Batten, sindrome de Cockayne, degeneracién corticobasal, degeneracidn provocada por o asociada con una
amiloidosis, ataxia de Friedreich, degeneracion lobular frontotemporal, enfermedad de Kennedy, atrofia
multisistémica, esclerosis multiple, esclerosis lateral primaria, paralisis supranuclear progresiva, atrofia muscular
espinal, mielitis transversa, enfermedad de Refsum y ataxia espinocerebelosa.

Para una enfermedad neurodegenerativa, se puede seleccionar un farmaco neurolégico que sea una hormona del
crecimiento o factor neurétrofo; los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, el factor neurétrofo derivado del cerebro
(BDNF), factor de crecimiento nervioso (NGF), neurotrofina-4/5, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)-2 y
otros FGF, neurotrofina (NT)-3, eritropoyetina (EPO), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), factor de
crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento y transformacién (TGF)-alfa, TGF-beta, factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), antagonista del receptor de interleucina-1 (IL-1ra), factor neurdtrofo ciliar (CNTF),
factor neurétrofo derivado de la neuroglia (GDNF), neurturina, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
heregulina, neuregulina, artemina, persefina, interleucinas, factor neurétrofo derivado de la linea de neurogliocitos
(GFR), factor estimulante de colonias de granulocitos (CSF), CSF de granulocitos-macréfagos, netrinas,
cardiotrofina-1, hedgehogs, factor inhibidor de la leucemia (LIF), midkina, pleiotrofina, proteinas morfogenéticas
o0seas (BMP), netrinas, saposinas, semaforinas y factor de células madre (SCF).

Las enfermedades y trastornos convulsivos del SNC implican una conduccién eléctrica inapropiada y/o anémala
en el SNC, eincluyen, pero no se limitan a, epilepsia (es decir, crisis de ausencia, crisis atonicas, epilepsia rolandica
benigna, ausencia infantil, convulsiones cldnicas, convulsiones parciales complejas, epilepsia del 16bulo frontal,
convulsiones febriles, espasmos infantiles, epilepsia miocldnica juvenil, epilepsia de ausencia juvenil, sindrome de
Lennox-Gastaut, sindrome de Landau-Kleffner, sindrome de Dravet, sindrome Otahara, sindrome de West,
convulsiones mioclénicas, trastornos mitocondriales, epilepsias miocldnicas progresivas, convulsiones psicogenas,
epilepsia refleja, sindrome de Rasmussen, convulsiones parciales simples, convulsiones generalizadas
secundarias, epilepsia del Iébulo temporal, convulsiones toniclonicas, convulsiones toénicas, convulsiones
psicomotoras, epilepsia limbica, convulsiones de inicio parcial, convulsiones de inicio generalizado, estado
epiléptico, epilepsia abdominal, convulsiones acinéticas, convulsiones auténomas, mioclonia bilateral masiva,
epilepsia catamenial, crisis atdnicas, convulsiones emocionales, convulsiones focales, convulsiones gelasticas,
progresion jacksoniana, enfermedad de Lafora, convulsiones motoras, convulsiones multifocales, convulsiones
nocturnas, convulsiones fotosensibles, pseudoconvulsiones, convulsiones sensoriales, convulsiones leves,
convulsiones de Sylvan, convulsiones por abstinencia y convulsiones reflejas visuales).

Para un trastorno convulsivo, se puede seleccionar un farmaco neurolégico que sea un anticonvulsivo o
antiepiléptico, incluyendo, pero sin limitarse a, anticonvulsivos barbitlricos (es decir, primidona, metarbital,
mefobarbital, alobarbital, amobarbital, aprobarbital, alfenal, barbital, bralobarbital y fenobarbital), anticonvulsivos
benzodiacepinicos (es decir, diazepam, clonazepam y lorazepam), anticonvulsivos de carbamato (es decir,
felbamato), anticonvulsivos inhibidores de la anhidrasa carbdnica (es decir, acetazolamida, topiramato y
zonisamida), anticonvulsivos dibenzacepinicos (es decir rufinamida, carbamazepina y oxcarbazepina),
anticonvulsivos derivados de acidos grasos (es decir, divalproex y acido valproico), analogos de acido gamma-
aminobutirico (es decir, pregabalina, gabapentina y vigabatrina), inhibidores de la recaptacion de acido gamma-
aminobutirico (es decir, tiagabina), inhibidores de la acido gamma-aminobutirico transaminasa (es decir,
vigatrabina), anticonvulsivos de hidantoina (es decir, fenitoina, etotoina, fosfenitoina y mefenitoina),
anticonvulsivos variados (es decir, lacosamida y sulfato de magnesio), progestinas (es decir, progesterona),
anticonvulsivos de oxazolidindiona (es decir, parametadiona y trimetadiona), anticonvulsivos de pirrolidina (es
decir, levetiracetam), anticonvulsivos de succinimida (por ejemplo, etosuximida y metosuximida), anticonvulsivos
de triazina (es decir, lamotrigina) y anticonvulsivos de urea (es decir, fenacemida y feneturida).
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Los trastornos del comportamiento son trastornos del SNC caracterizados por un comportamiento anémalo por
parte del sujeto aquejado e incluyen, pero no se limitan a: trastornos del suefio (es decir, insomnio, parasomnias,
terrores nocturnos, trastornos del suefio por alteraciones del ritmo circadiano y narcolepsia), trastornos del estado
de animo (es decir, depresidn, depresion con intento de suicidio, ansiedad, trastornos afectivos cronicos, fobias,
crisis de angustia, trastorno obsesivo-compulsivo, trastorno por déficit de atencién con hiperactividad (TDAH),
trastorno por déficit de atencién (TDA), sindrome de fatiga crénica, agorafobia, trastorno por estrés postraumatico,
trastorno bipolar), trastornos de la conducta alimentaria (es decir, anorexia o bulimia), psicosis, trastornos del
comportamiento y del desarrollo (es decir, autismo, sindrome de Rett, sindrome de Asperger), trastornos de la
personalidad y trastornos psicoticos (es decir, esquizofrenia, trastorno delirante y similares).

Para un trastorno del comportamiento, se puede seleccionar un farmaco neurolégico de un compuesto modificador
del comportamiento incluyendo, pero sin limitarse a, un antipsicético atipico (es decir, risperidona, olanzapina,
apripiprazol, quetiapina, paliperidona, asenapina, clozapina, iloperidona y ziprasidona), un antipsicotico de
fenotiazina (es decir, proclorperazina, clorpromazina, flufenazina, perfenazina, trifluoperazina, tioridazina y
mesoridazina), un tioxanteno (es decir, tiotixeno), un antipsicético variado (es decir, pimozida, litio, molindona,
haloperidol y loxapina), un inhibidor selectivo de la recaptacién de serotonina (es decir, citalopram, escitalopram,
paroxetina, fluoxetina y sertralina), un inhibidor de la recaptacion de serotonina-norepinefrina (es decir, duloxetina,
venlafaxina, desvenlafaxina, un antidepresivo triciclico (es decir, doxepina, clomipramina, amoxapina, nortriptilina,
amitriptilina, trimipramina, imipramina, protriptilina y desipramina), un antidepresivo tetraciclico (es decir,
mirtazapina y maprotilina), un antidepresivo de fenilpiperazina (es decir, trazodona y nefazodona), un inhibidor de
la monoaminooxidasa (es decir, isocarboxazida, fenelzina, selegilina y tranilcipromina), una benzodiacepina (es
decir, alprazolam, estazolam, flurazeptam, clonazepam, lorazepam y diazepam), un inhibidor de la recaptacién de
norepinefrina-dopamina (es decir, bupropidén), un estimulante del SNC (es decir, fentermina, dietilpropion,
metanfetamina, dextroanfetamina, anfetamina, metilfenidato, dexmetilfenidato, lisdexanfetamina, modafinilo,
pemolina, fendimetrazina, benzofetamina, fendimetrazina, armodafinilo, dietilpropién, cafeina, atomoxetina,
doxapram y mazindol), un ansiolitico/sedante/hipnético (incluyendo, pero sin limitarse a, un barbiturico (es decir,
secobarbital, fenobarbital y mefobarbital), una benzodiacepina (como se describe anteriormente) y un
ansiolitico/sedante/hipnético variado (es decir, difenhidramina, oxibato de sodio, zaleplén, hidroxizina, hidrato de
cloral, aolpidem, buspirona, doxepina, eszopiclona, ramelteén, meprobamato y etclorvinol)), una secretina (véase,
por ejemplo, Ratliff-Schaub et al. Autism 9: 256-265 (2005)), un péptido opioide (véase, por ejemplo, Cowen et al.,
J. Neurochem. 89:273-285 (2004)) y un neuropéptido (véase, por ejemplo, Hethwa et al. Am. J. Physiol. 289: E301-
305 (2005)).

Las enfermedades de almacenamiento lisosdmico son trastornos metabdlicos que, en algunos casos, estan
asociados con el SNC o tienen sintomas especificos del SNC; dichos trastornos incluyen, pero no se limitan a:
enfermedad de Tay-Sachs, enfermedad de Gaucher, enfermedad de Fabry, mucopolisacaridosis (tipos I, II, IlI, 1V,
V, Vly VII), glucogenosis, gangliosidosis GM1, leucodistrofia metacromatica, enfermedad de Farber, leucodistrofia
de Canavan y lipofuscinosis ceroide neuronal, tipos 1y 2, enfermedad de Niemann-Pick, enfermedad de Pompe y
enfermedad de Krabbe.

Para una enfermedad de almacenamiento lisosémico, se puede seleccionar un farmaco neurolégico que por si
mismo o de otro modo imite a la actividad de la enzima que esta alterada en la enfermedad. Los ejemplos de
enzimas recombinantes para el tratamiento de trastornos de almacenamiento lisosémico incluyen, pero no se
limitan a, los expuestos en, por ejemplo, la publicacién de solicitud de patente de EE. UU. n.° 2005/0142141 (es
decir, alfa-L-iduronidasa, iduronato-2-sulfatasa, N-sulfatasa, alfa-N-acetilglucosaminidasa, N-acetil-galactosamina-
6-sulfatasa, beta-galactosidasa, arilsulfatasa B, beta-glucuronidasa, acido alfa-glucosidasa, glucocerebrosidasa,
alfa-galactosidasa A, hexosaminidasa A, esfingomielinasa acida, beta-galactocerebrosidasa, beta-galactosidasa,
arilsulfatasa A, ceramidasa acida, aspartoacilasa, palmitoil-proteina tioesterasa 1 y tripeptidil amino peptidasa 1).

En otro modo de realizacidn, las enfermedades relacionadas o provocadas por una sobreproduccion inapropiada
de glébulos rojos, 0 en las que la sobreproduccion de glébulos rojos es un efecto de la enfermedad, se pueden
prevenir o tratar por el efecto de disminucién de reticulocitos reconocido en el presente documento de los
anticuerpos anti-TfR que retienen al menos una funcion efectora parcial. Por ejemplo, en la policitemia vera
congénita 0 neoplasica, los recuentos elevados de glébulos rojos debido a la hiperproliferacién de, por ejemplo,
reticulocitos, dan como resultado un espesamiento de la sangre y sintomas fisiolégicos concomitantes (d'Onofrio
etal., Clin. Lab. Haematol. (1996) Suppl. 1: 29-34). La administracién de un anticuerpo anti-TfR de la invencién en
el que se conserva al menos funcidn efectora parcial del anticuerpo permitiria la retirada selectiva de poblaciones
de reticulocitos inmaduros sin afectar al transporte normal de transferrina al SNC. La dosificacion de dicho
anticuerpo se podria modular de modo que los sintomas clinicos agudos se pudieran minimizar (es decir,
dosificando a una dosis muy baja o0 a intervalos ampliamente espaciados), como se entiende bien en la técnica.

En un aspecto, se usa un anticuerpo divulgado en el presente documento para detectar un trastorno neurolégico
antes del inicio de los sintomas y/o para evaluar la gravedad o duracién de la enfermedad o trastorno. En un
aspecto, el anticuerpo permite la deteccién y/o formacion de imagenes del trastorno neuroldgico, incluyendo la
formacion de imagenes por radiografia, tomografia o resonancia magnética nuclear (RMN).
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En un aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-TfR de baja afinidad de la invenciéon para su uso como
medicamento. En otros aspectos, se proporciona un anticuerpo anti-TfR de baja afinidad para su uso en el
tratamiento de una enfermedad o trastorno neurolégico (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer) sin disminuir los
glébulos rojos (es decir, reticulocitos). En determinados modos de realizacion, se proporciona un anticuerpo anti-
TfR de baja afinidad modificado para su uso en un procedimiento de tratamiento como se describe en el presente
documento. En determinados modos de realizacién, la invencion proporciona un anticuerpo anti-TfR de baja
afinidad modificado para mejorar su seguridad para su uso en un procedimiento de tratamiento de un individuo que
tiene una enfermedad o trastorno neurolégico que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz del
anticuerpo anti-TfR (opcionalmente acoplado a un farmaco para trastornos neurolégicos). En un modo de
realizacién de este tipo, el procedimiento comprende ademas administrar al individuo una cantidad eficaz de al
menos un agente terapéutico adicional. En otros modos de realizacion, la invencién proporciona un anticuerpo anti-
TfR modificado para mejorar su seguridad para su uso en la reduccién o inhibicién de la formacién de placa de
amiloide en un paciente en riesgo o que padece una enfermedad o trastorno neurolégico (por ejemplo, enfermedad
de Alzheimer). Un "individuo" de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion anteriores es opcionalmente
un ser humano. En determinados aspectos, el anticuerpo anti-TfR de la invencion para su uso en los
procedimientos de la invencion mejora la captacién del farmaco para trastornos neurolégicos con el que esta
acoplado.

Los anticuerpos anti-TfR de la invencidn se pueden usar solos o0 bien en combinacidn con otros agentes en un
tratamiento. Por ejemplo, el anticuerpo anti-TfR de la invencion se puede coadministrar con al menos un agente
terapéutico adicional. En determinados modos de realizacion, un agente terapéutico adicional es un agente
terapéutico eficaz para tratar el mismo trastorno neurolégico o uno diferente que el anticuerpo anti-TfR que se
emplea para el tratamiento. Los agentes terapéuticos adicionales ejemplares incluyen, pero no se limitan a: los
diversos farmacos neuroldgicos descritos anteriormente, inhibidores de la colinesterasa (tales como donepezilo,
galantamina, rovastigmina y tacrina), antagonistas del receptor de NMDA (tales como memantina), inhibidores de
la agregacion del péptido amiloide beta, antioxidantes, moduladores de y-secretasa, miméticos del factor de
crecimiento nervioso (NGF) o tratamiento génico con NGF, agonistas de PPARYy, inhibidores de la HMS-CoA
reductasa (estatinas), ampakinas, bloqueadores de los canales de calcio, antagonistas del receptor de GABA,
inhibidores de la glucdgeno sintasa cinasa, inmunoglobulina intravenosa, agonistas del receptor muscarinico,
moduladores del receptor nicotinico, inmunizacién activa o pasiva frente al péptido amiloide beta, inhibidores de la
fosfodiesterasa, antagonistas del receptor de serotonina y anticuerpos antipéptido amiloide beta. En determinados
modos de realizacidn, el al menos un agente terapéutico adicional se selecciona por su capacidad de mitigar uno
0 mas efectos secundarios del farmaco neuroldgico.

Como se ejemplifica en el presente documento, determinados anticuerpos anti-TfR pueden tener efectos
secundarios que impactan negativamente en las poblaciones de reticulocitos en un sujeto tratado con el anticuerpo
anti-TfR. Por tanto, en determinados modos de realizacién, al menos uno de otro agente terapéutico seleccionado
por su capacidad de mitigar dicho efecto secundario negativo en las poblaciones de reticulocitos se coadministra
con un anticuerpo anti-TfR de la invencidn. Los ejemplos de dichos agentes terapéuticos incluyen, pero no se
limitan a, agentes para incrementar las poblaciones de glébulos rojos (es decir, reticulocitos), agentes para apoyar
el crecimiento y desarrollo de gldbulos rojos (es decir, reticulocitos) y agentes para proteger poblaciones de
gldbulos rojos frente a los efectos del anticuerpo anti-TfR; dichos agentes incluyen, pero no se limitan a,
eritropoyetina (EPO), suplementos de hierro, vitamina C, acido félico y vitamina B12, asi como reemplazo fisico de
gldbulos rojos (es decir, reticulocitos) mediante, por ejemplo, transfusion con células similares, que pueden ser de
otro individuo de grupo sanguineo similar o se pueden haber extraido previamente del sujeto al que se administra
el anticuerpo anti-TfR. Se entendera por un experto en la técnica que, en algunos casos, los agentes que pretenden
proteger los glébulos rojos existentes (es decir, reticulocitos) se administran preferentemente al sujeto antes de o
simultdneamente con el tratamiento con anticuerpos anti-TfR, mientras que los agentes que pretenden apoyar o
iniciar el nuevo crecimiento/desarrollo de gldbulos rojos o poblaciones de glébulos sanguineos (es decir,
reticulocitos o poblaciones de reticulocitos) se administran preferentemente simultaneamente con o después del
tratamiento con anticuerpos anti-TfR de modo que dichos gldbulos sanguineos se puedan reponer después del
tratamiento con anticuerpos anti-TfR.

En determinados otros de dichos modos de realizacién, el al menos uno de otro agente terapéutico se selecciona
por su capacidad de inhibir o prevenir la activacién de la via del complemento tras la administracién del anticuerpo
anti-TfR. Los ejemplos de dichos agentes terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, agentes que interfieren en la
capacidad del anticuerpo anti-TfR para unirse a o activar la via del complemento y agentes que inhiben una o mas
interacciones moleculares dentro de la via del complemento, y se describen, en general, en Mollnes y Kirschfink
(2008) Molec. Immunol. 43:107-121.

Dichas politerapias indicadas anteriormente y en el presente documento engloban la administracion combinada
(donde se incluyen dos o mas agentes terapéuticos en la misma formulacién o en formulaciones separadas) y la
administracidén separada, en cuyo caso, la administracion del anticuerpo de la invencion se puede producir antes,
simultdneamente y/o después de la administracion del agente y/o adyuvante terapéutico adicional. En un modo de
realizacién, la administracién del anticuerpo anti-TfR y la administracion de un agente terapéutico adicional se
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produce en aproximadamente un mes, o en aproximadamente una, dos o tres semanas, 0 en aproximadamente
uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis dias, entre si. Los anticuerpos de la invencion también se pueden usar en
combinacién con otros tratamientos de intervencion, tales como, pero sin limitarse a, radioterapia, psicoterapia
conductual u otros tratamientos conocidos en la técnica y apropiados para el trastorno neuroldgico que se va a
tratar o prevenir.

Un anticuerpo anti-TfR de lainvencion (y cualquier agente terapéutico adicional) se puede administrar por cualquier
medio adecuado, incluyendo administracién parenteral, intrapulmonar e intranasal y, si se desea para el tratamiento
local, intralesional. Las infusiones parenterales incluyen administracion intramuscular, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal o subcutanea. La dosificaciéon puede ser por cualquier via adecuada, por ejemplo, por inyecciones,
tales como inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracién es breve o
cronica. En el presente documento se contemplan diversas pautas posoldgicas incluyendo, pero sin limitarse a,
administraciones individuales o multiples durante diversos puntos temporales, administracién en bolo e infusion
pulsada.

Los anticuerpos de la invencidon se formularan, dosificaran y administraran de forma consecuente con las buenas
practicas médicas. Los factores para su consideracién en este contexto incluyen el trastorno particular que se esta
tratando, el mamifero particular que se esta tratando, el estado clinico del paciente individual, la causa del trastorno,
el sitio de administracion del agente, el procedimiento de administracion, la pauta de administracién y otros factores
conocidos por los médicos. El anticuerpo no lo necesita, pero se puede formular opcionalmente con uno o mas
agentes usados actualmente para prevenir o tratar el trastorno en cuestién o para prevenir, mitigar o mejorar uno
0 mas efectos secundarios de la administracién de anticuerpos. La cantidad eficaz de dichos otros agentes
depende de la cantidad de anticuerpo presente en la formulacién, del tipo de trastorno o tratamiento y de otros
factores analizados anteriormente. Estos se usan en general en las mismas dosificaciones y con las vias de
administracién como se describe en el presente documento, o aproximadamente de un 1 a un 99 % de las
dosificaciones descritas en el presente documento, o en cualquier dosificacién y por cualquier via que se determine
empiricamente/clinicamente que sea apropiada.

Para la prevencién o tratamiento de la enfermedad, la dosificacién apropiada de un anticuerpo de la invencién
(cuando se usa solo 0 en combinacion con uno 0 mas de otros agentes terapéuticos adicionales) dependera del
tipo de enfermedad que se va a tratar, el tipo de anticuerpo, la gravedad y evolucion de la enfermedad, si se
administra el anticuerpo con propdsitos preventivos o terapéuticos, tratamiento previo, anamnesis del paciente y
respuesta al anticuerpo y el criterio del médico especialista. El anticuerpo se administra adecuadamente al paciente
una vez o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y de la gravedad de la enfermedad, de
aproximadamente 1 ug/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, de 0,1 mg/kg a 10 mg/kg) de anticuerpo puede ser una
dosificacion inicial candidata para su administracién al paciente, ya sea, por ejemplo, mediante una o0 mas
administraciones separadas o mediante infusién continua. Una dosificacion diaria tipica puede variar de
aproximadamente 1 ug/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para
administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de la afeccidn, el tratamiento en general se
mantendria hasta que se produzca una supresién deseada de los sintomas de enfermedad. Una dosificacion
ejemplar del anticuerpo estaria en el intervalo de aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 40 mg/kg. Por
tanto, se pueden administrar al paciente una o mas dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg,
5,0 mg/kg, 7,5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg, 35 mg/kg o 40 mg/kg (o cualquier
combinacion de las mismas). Dichas dosis se pueden administrar de forma intermitente, por ejemplo, cada semana
0 cada tres semanas (por ejemplo, de modo que el paciente recibe de aproximadamente dos a aproximadamente
veinte, o por ejemplo, aproximadamente seis dosis del anticuerpo). Se puede administrar una dosis de carga mayor
inicial, seguido de una 0 mas dosis menores. Sin embargo, pueden ser Utiles otras pautas posoldgicas. Se
apreciara que un procedimiento para reducir el impacto sobre las poblaciones de reticulocitos por administracién
de anticuerpos anti-TfR es modificar la cantidad o el momento de las dosis de modo que estén presentes menores
cantidades globales de anticuerpo circulante en la circulacién sanguinea para interactuar con los reticulocitos. En
un ejemplo no limitante, se puede administrar una dosis menor de los anticuerpos anti-TfR con mayor frecuencia
que una dosis mayor. La dosificacion usada se puede equilibrar entre la cantidad de anticuerpo necesaria para
administrarse al SNC (relacionada por si misma con la afinidad de la porcidn especifica de antigeno del SNC del
anticuerpo), la afinidad de ese anticuerpo por TfR y si se administra(n) o no conjuntamente o en serie compuesto(s)
protector(es) de los glébulos rojos (es decir, reticulocitos), estimulante(s) del crecimiento y desarrollo, o
inhibidor(es) de la via del complemento con el anticuerpo. La evolucién de este tratamiento se supervisa facilmente
por técnicas y ensayos convencionales como se describe en el presente documento y como se conoce en la
técnica.

Se entiende que se puede llevar a cabo cualquiera de las formulaciones o procedimientos terapéuticos anteriores
usando un inmunoconjugado de la invencion en lugar de 0 ademas de un anticuerpo anti-TfR.

EJEMPLOS
EJEMPLO 1: GENERACION, CARACTERIZACION Y HUMANIZACION DE ANTICUERPOS ANTI-TFR CON
REACCION CRUZADA DE HUMANO/MACACO CANGREJERO
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Inicialmente, se realizd un proceso de seleccién de fagos con anticuerpos sin exposicion previa en un intento de
identificar anticuerpos con reactividad cruzada tanto con TfR humano como con TfR de macacos cangrejeros que
ademas no competian con Tf por la unién a TfR (Lee et al. JMB (2004) 1073-1093). No se identificé ningun clon
con reaccidn cruzada y que no compita con Tf a partir de este procedimiento de seleccién de fagos. Sin embargo,
se identificaron dos anticuerpos que fueron Utiles para caracterizar clones de hibridoma generados posteriormente.

Se identificé un anticuerpo de una especie con reaccion cruzada que compite con Tf por unirse al TfR de humano
0 de macaco cangrejero (anticuerpo que compite con Tf). El epitopo de otro clon, especifico para TfR humano, se
cartografié en el dominio apical de huTfR usando receptores TfR quiméricos de raton/humano (figura 1). Este clon
de union al dominio apical perdié la unién a huTfR cuando la secuencia de TfR de ratén en el dominio apical se
sustituyd en huTfR.

A continuacién, se realizé un enfoque basado en inmunizacion para generar anticuerpos anti-TfR de
humano/macaco cangrejero con reaccion cruzada. El dominio extracelular ("ecd") de TfR humano que contiene
una etiqueta His N terminal y la proteina de hemacromatosis humana ("HFE") se expresaron y purificaron como se
describe (Bennet et al, Nature (2000) 403, 46-53). También se hizo una construccion analoga de ecd de TfR de
macaco cangrejero. Se expresé TfR de macaco cangrejero y se purificd de forma similar. Se generaron anticuerpos
anti-TfR con reaccion cruzada de humano y macaco cangrejero inmunizando 5 ratones Balb/C en la almohadilla
plantar con 6 dosis (dos veces por semana) que contenian 2 ug cada una de TfR de macaco cangrejero y ecd de
huTfR. Todos los sueros de ratones fueron positivos por FACS y todos los ratones se fusionaron. De 1632
hibridomas cribados, 111 fueron positivos por ELISA para la unién a TfR tanto de humano como de macaco
cangrejero.

Los hibridomas positivos por ELISA resultantes se cribaron por FACS en presencia de holo-Tf humano 1 uyM para
determinar su unidén a células 293 que expresan de forma transitoria TfR humano o de macaco cangrejero. En
resumen, el analisis por FACS se realizé usando 293 células transfectadas con TfR humano o de macaco
cangrejero de longitud completa usando lipofectamin 2000 plus (Invitrogen) 48-72 h antes del analisis por FACS.
Se lavaron células 293 no transfectadas (control) y transfectadas dos veces con tampoén de FACS (PBS que
contiene BSA al 1 %), se afiadié 50 pl de sobrenadante de hibridoma (normalizado a 10 pg/ml) a células 293 en
presencia de holo-Tf humano 1 yM y se incub6 en hielo durante 30 min. Se lavaron las células dos veces con
tampén de FACS, se afiadié 50 pl de PE-anti-Fcy murino de cabra (Jackson ImmunoResearch) a las células y se
incubaron en hielo durante 30 minutos. Se lavaron las células con tampén de FACS y se resuspendieron en de
tampén de FACS 100 pl para su analisis.

14 clones fueron positivos para la unién a TfR tanto humano como de macaco cangrejero (figuras 2A y 2B). Estos
clones se subclonaron adicionalmente y se evaluaron para determinar su uniéon a TfR tanto humano como de
macaco cangrejero por ELISA, y se cartografié el epitopo en huTfR usando el clon del fago de unién apical
identificado anteriormente. En resumen, el ELISA de competencia de fagos del dominio apical se realizé en placas
maxisorp recubiertas con 2 ug/ml de TfR humano o de mcaco cangrejero purificado en PBS a 4 °C durante la
noche. Se lavaron las placas con Tween 20 al 0,05 % en PBS y se bloquearon usando Superblock con caseina
(Thermo Scientific, Hudson, NH). Se afiadié a cada pocillo una alicuota de 30 ul de sobrenadante de hibridoma
(normalizado a 10 ug/ml) durante 45 min. A esto le siguié la adicion de 30 ul de fago de unién al dominio apical a
una DO de 0,05 durante 15 min. Se lavaron las placas con PBS/Tween 20 al 0,05 % y se afiadié HRP-anti M13 de
ratén (GE Healthcare) diluido 1:1000 a la placa y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Se lavaron las
placas con PBS/Tween 20 al 0,05 % y se detecté el fago unido usando sustrato TMB (BioFX Laboratories, Owings
Mills). Se encontrd que nueve de los catorce clones bloqueaban la unién del anticuerpo de unién apical presentado
en el fago (véase la figura 2C).

Se midieron las afinidades de los anticuerpos usando resonancia de plasmén superficial (“SPR”) (Biacore™, GE
Healthcare). Se acoplé anticuerpo anti-His (Qiagen) a cuatro cubetas de lectura diferentes de un chip de sensor
BIACORETM CMS5 (Biacore, Inc., Piscataway, Nueva Jersey) a entre 6000 y 8000 UR. Se logré la inmovilizacion
por acoplamiento aleatorio a través de grupos amino usando un protocolo proporcionado por el fabricante. Se
diluy6é 10X HBS-P (Biacore, Inc., Piscataway, Nueva Jersey) en agua y sirvié como tampon de dilucién y migracién.
Se capturé TfR humano o de macaco cangrejero purificado, seguido de una serie de diluciones 1:3 de IgG o Fab
que se inyectd a un caudal de 30 ml/min usando el procedimiento cinético de ciclo Unico. Se determinaron las
constantes de afinidad usando un modelo de unién de Langmuir 1:1 simple o usando un modelo de estado de
equilibrio cuando kas o kdis estaba mas alla del limite de deteccién. La constante de disociacion de equilibrio (KD)
se calculd como la proporcién entre la constante de la tasa de asociacién (kas) y la constante de la tasa de
disociacion (kdis). Los resultados se muestran en la figura 2C.

Se clond cada hibridoma. Se aisld ARN total de hibridoma usando un mini kit RNeasy (Qiagen). Se generd ADNc
usando un kit de amplificacién de ADNc SMART 5' RACE (Clontech) en base a las instrucciones del fabricante. Se
amplificé la regién variable de cada anticuerpo usando UPM (5’ oligo) proporcionado en el kit y un 3' oligo que
hibrida con la regién constante. A continuacion, se clond el producto de PCR completo en vector pCR4Blunt Topo
(Invitrogen) para la secuenciacion. Después del analisis de la secuencia, los hibridomas se podian subdividir
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adicionalmente en 4 grupos (figuras 3A-3D). Los clones que compitieron con el anticuerpo de union apical se
clasificaron en 3 clases de secuencia relacionadas (figura 3 AC). Los 4 clones no apicales (Figura 3D) consistieron
en 2 clones relacionados y otras 2 secuencias Unicas. Las CDR de las cadenas ligera y pesada de cada clon se
proporcionan en la tabla 3.

TABLA 3: CDR de las cadenas ligera y pesada de anticuerpos anti-TfR humanos/de macaco cangrejero
con reactividad cruzada

Nombre |Pesadal HVR1 SEQ HVR2 SEQ HVR3 SEQ
del clon| Ligera ID NO ID NO ID NO
7A4 Ligera [RASESVDSYGNSFMH |29 RASNLES 30 QQSNEAPPT (31
Pesada [DYAMH 32 |GISTYFGRTNYNQKFKG (33 GLSGNYVMDY (34
8A2 Ligera [RASESVDSYGNSFMH |35 RASNLES 30 QQSNEGPPT (36
Pesada [DYGMH 37 |VISPYSGRTNYNQNFKG (38 GLSGNYVVDY (39
15D2 Ligera [RASESVDSYGNSFMH |35 RASNLES 30 QQSNEGPPT (36
Pesada [DYAMH 32  |VISFYSGKTNYNQKFMG (40 GLSGNYVMDY (34
10D11 |Ligera |[RASESVDSYGNSFMH (41 RASNLES 30 QHSNEDPPT |42
Pesada [DYGMH 37  |VISPYSGKTNYSQKFKG (43 GLSGNFVMDF |44
7B10 Ligera [RASESVDSYGNSFMH |29 RASNLES 30 QQSNEAPPT (31
Pesada [DYAMH 32 |GISTYFGRTNYNQKFKG (33 GLSGNYVMDY (34
CDR ligeras de RAS- 45 RASNLES 30 Q(Q/H)SNE(A/G/46
clase | de ESVD(S/D)YG(N/P)SFMH D)PPT
consenso
CDR pesadas de |DY(A/G)MH 47  (G/V)IS(TZF/P)Y (FIS)G(R/K)|48 GLSGN(Y/F)V(M|49
clase | de TNY(N/S)Q(K/N)F(KIM)G \)D(Y/F)
consenso
15G11 |Ligera [RASDNLYSNLA 50 DATNLAD 51 QHFWGTPLT |52
Pesada [SYWMH 53 EINPTNGRTNYIEKFKS 54 GTRAYHY 55
16G5 Ligera [RASENIYSNLA 56  |AATDLAD 57 QHFWGTPLT |52
Pesada [SYWMH 53 EINPTNGRTNYNENFKS |58 GTRAYHF 59
13C3 Ligera |[RASDNIYSNLA 60 |JAATNLAD 61 QHFWGTPLM |62
Pesada [SYWMH 53 EINPINGRTNYSEKFKK 63 GTRAYHY 55
16G4 Ligera |[RASDNIYSNLA 60 |JAVTNLAD 64 QHFWGTPLT |52
Pesada [SYWMH 53 EINPSNGRTNYNETFKS |65 GTRAYHY 55
CDR ligeras de RAS(E/D)N(L/)YSNLA 66  |(D/AYAN)T(N/D)LAD 67 QHFWGTPL 68
clase Il de (T/M)
consenso
CDR pesadas de |[SYWMH 53 EINP(T/I/S)NGRTNY(I/N/S) 69 GTRAYH(Y/F) |70
clase Il de E(K/N/T)FK(S/K)
consenso
16F6 Ligera |[RASKSISKYLA 71 SGSTLQS 72 QQHNEYPWT 73
Pesada [SEYAWN 74  |YISYSGTTSYNPSLKS 75 YGYG- 76
NPATRYFDV
7G7 Ligera [RARQSVSTSSSYSFMH [77 [YASIQES 78 QHTWEIPFT 79
Pesada [SYWMH 80 NIYPGSGSTKYDERFKS |81 GGYDSRAW- |82
FAY
4C2 Ligera |[RARQSVSTSSSYSFMH [77  [YASIQES 78 QHTWEIPFT 79
Pesada [SYWMH 80 NIYPGSGSTKYDEKFKS |83 GGYDSRAW- 184
FAH
1B12 Ligera [TTSSSVPSSYFH 85 [STSNLAS 86 HQYHRSPFT |87
Pesada [DYYMY 88  |SISNGGDNTTYYPDTVKG |89 QGAL-YDGYYR-90
GAMDY
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13D4 _ |Ligera |RAGQDITNYLN 91 [YTSRLHS 92 |[QQANTLPYT |93
Pesada |[NYWIE 94 |[EILPGSGSTKYNEKFKG |95 |RGGYGYD- |96

GEFAY

CDR ligeras de  [(RIM)(AT)(RISIG)(QIS)(SHO7  [(Y/S)AM)S(/N/RYQIL)E/AS8  [(Q/H)(H/Q)(T/Y/ |99

clase IV de NVI-)(SI-)(T/- H)S AXW/H/N)(E/RIT

consenso N SNV/D)(SIP/)(Y/SIT)(SIN) )(I/ISILYP(F/Y)T

(F /Y)(M/F/L)(H/N)

CDR pesadas de |[(S/D/N)Y(W/Y)(MIM(HNE)100  [(N/STE)I(Y/S/L)(PIN)G(S/G)([101  [(GIQ/R)G(Y/A/G)[102

clase IV de G/D)(SINYT(K/Y)Y (DIP/N)(E/ (DIL/Y)(SIYIG)(R

consenso D)(R/K/T)(FW)K(S/G) /DI )(AJGID)(W/
Y /G)(F/Y/E)(RIF/
_G/-A-) (M-
MAD)(Y/H)

En el presente documento se ejemplifican clones representativos de cada clase (15G11, 7A4, 16F6 y 7G7) para
humanizacion y caracterizacion adicional. La humanizacién se logré utilizando injertos de HVR junto con la
inclusion de posiciones vernier seleccionadas como se explica a continuacion y en las figuras 4A-4E. Se humanizo
15G11 injertando las HVR en los dominios variables humanos IGKV1-NL1*01 e IGHV1-3*01. Se incluyeron
combinaciones de diferentes posiciones vernier de ratén en las variantes humanizadas como se explica en la figura
4E. La variante 15G11 humanizada 15G11.v5 contiene posiciones vernier seleccionadas en VL (posiciones 43 y
48) y VH (posiciones 48, 67, 69, 71y 73) como se explica en la figura 4A. Ademas, el extremo N de VH se cambié
de Q a E. Para la humanizacién de 7A4, se hizo un injerto de HVR usando las HVR de la cadena pesada 7A4 y de
la cadena ligera 8A2 (7A4 y 8A2 son clones relacionados, figura 3A). Se injertaron HVR en los dominios variables
humanos IGKV4-1*01 e IGHV1-2*02. Se incluyeron combinaciones de diferentes posiciones vernier de ratén en
las variantes humanizadas como se explica en la figura 4E. La variante 7A4 humanizada, 7A4.vl5, contiene
posiciones vernier seleccionadas en VL (posiciéon 68) y VH (posiciones 24 y 71) y el cambio de CDR-L3 G94A,
como se explica en la figura 4B. Se humanizé 7G7 injertando las HVR en los dominios variables de consenso
humanos kappa 4 y del subgrupo | junto con posiciones vernier seleccionadas en VH (posicion 93) como se explica
en la figura 4C. Esta variante humanizada se llama 7G7.vl. Se humanizd 16F6 injertando las HVR en los dominios
variables humanos IGKV1-9*01 e IGHV4-59*01. Se incluyeron combinaciones de diferentes posiciones vernier de
ratén en las variantes humanizadas como se explica en la figura 4E. La variante 16F6 humanizada 16F6.v4
contiene 2 cambios en VL (148L y F71Y), asi como posiciones vernier seleccionadas en VL (posiciones 43y 44) y
VH (posiciones 71y 78), como se explica en la figura 4D.

TABLA 4: CDR de las cadenas ligera y pesada de anticuerpos/Fabs humanizados

Nombre | Pesada/ CDR1 SEQ CDR2 SEQ CDR3 SEQ
del clon| Ligera ID NO ID NO ID NO
15G11.v [Ligera |[RASDNLYSNLA 50 DATNLAD 51 QHFWGTPLT |52
5
Pesada [SYWMH 53 EINPTNGRTNYIEKFKS 54 GTRAYHY 55
7A4.V15 |Ligera |RASESVDSYGNSFMH |29 RASNLES 30 QQSNEAPPT 127
Pesada [DYAMH 32 GISTY-FGRTNYNQKFKG |33 GLSGNYVMDY (34
7G7.V1 |Ligera |RARQSVSTSSSYSFMH |77 YASIQES 78 QHTWEIPFT |79
Pesada [SYWMH 80 NIYPGSGSTKYDERFKS |81 GGYDSRAW- |82
FAY
16F6.V4 |Ligera |[RASKSISKYLA 71 SGSTLQS 72 QQHNEYPWT |73
Pesada [SEYAWN 74 YISYSGTTSYNPSLKS 75 YGYG- 76
NPATRYFDV

La afinidad de las variantes humanizadas por el TfR humano y de macaco cangrejero se determind por SPR como
IgG (figura 4E). Los clones seleccionados también se analizaron por SPR como Fab para evaluar la afinidad
monovalente (tabla 7). En ambos casos, los experimentos por SPR se realizaron como se describe anteriormente.

TABLA 5: Datos de unién por Biacore para variantes con formato Fab seleccionadas

HUTfR TfR de mac. cangr.

Mac.
cangr./hu
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Muestra Ka Kd KD Ka Kd KD proporcién
Mu15G11.Fab 1.38E+06 |4.65E-03 |[3.37E-09 |[1.07E+06 [|6.23E-03 [5.81E-09 [1,72
Mu15G11.Fab 6.34E+05 [1.52E-03 [2.41E-09 |[4.85E+05 |[3.68E-03 [7.57E-09 |[3,15
Hu15G11.v1.Fab 6.38E+05 [0,006986 |[1.09E-08 |5.05E+05 [0,0373 7.39E-08
Hu15G11.v3.Fab 6.42E+05 (0,004657 |[7.26E-09 [4.83E+05 |0,0201 1.09E-08
Hu15G11.v5.Fab 4.56E+05 [0,004063 [8.91E-09

Hu15G11.v5.Fab 7.76E+05 [0,003643 |4.70E-09 |1.41E+06 [0,02184 |1.56E-08 (3,4
Mu7A4.Fab 1.65E+06 [3.13E-04 |1.90E-10 [1.14E+06 |[8.45E-04 ([7.41E-10 (3,9
Hu7A4.v5.Fab 2.24E+06 |[1.53E-03 |[6.86E-10 [1.18E+06 [6.41E-03 [5.44E-09
Hu7A4.v8.Fab 9.28E+05 |1.07E-03 [1.15E-09 [7/.97E+05 |6.81E-03 |8.55E-09
Hu7A4.v9.Fab 1.71E+06 |6.86E-04 [|4.01E-10 |8.08E+05 |3.42E-03 |4.23E-09
Hu7A4.v12.Fab 3.32E+06 |8.44E-04 [2.55E-10 [1.74E+06 |[3.31E-03 |1.90E-09
hu7A4.v15.Fab 9.10E+05 |3.17E-04 |[3.48E-10 (3.78E+05 [0,001618 |4.28E-09 |11
Fab de HU7G7.v1 1.44E+05 |0,006594 |4.58E-08 |[3.84E+04 [0,007231 [1.88E-07 |4,4
Mu16F6.Fab 6.07E+04 |[1.90E-04 [3.13E-09 [5.11E+04 |1.37E-03 [2.68E-08 (8,56
Hu16F6.v4.Fab 1.31E+05 |1.69E-04 |1.29E-09 [9.89E+04 [2.44E-03 [2.47E-08 [191

El epitopo de unidn de los anticuerpos se volvid a confirmar como sigue. Se realizdé un ELISA de bloqueo de Tf-
TfR en placas maxisorp recubiertas con 2 ug/ml de TfR humano purificado en PBS a 4 °C durante la noche. Se
lavaron las placas con Tween 20 al 0,05 % en PBS y se bloguearon con tampén de bloqueo Superblock en PBS
(Thermo Scientific, Hudson, NH). Se afiadié a las placas 50 pl de holo-Tf humano 12,5 uM (R&D Systems,
Minneapolis, MN) durante 40 min. Se afiadié a la placa una valoracién de 50 pl de hu7A4.v15, hu15Gll.v5,
anticuerpo competitivo Tfy hu7G7.vl (comenzando con 10 ug/ml, dilucion en serie 1:3) y se incubé durante 20 min.
Se lavaron las placas con PBS/Tween 20 al 0,05 % y se afiadid HRP-anti-Fcy humano de cabra diluido 1:1000
(Jackson ImmunoResearch) a la placa y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Se lavaron las placas con
PBS/Tween 20 al 0,05 % y se detectaron usando sustrato TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills).

Se realizé un ELISA de unién de HFE-TfR en placas maxisorp recubiertas con 1 pg/ml de HFE en PBS a 4 °C
durante la noche. Se lavaron las placas con Tween 20 al 0,05 % en PBS y se bloguearon con tampén de bloqueo
Superblock en PBS (Thermo Scientific, Hudson, NH). Se afiadié a la placa una valoracién de TfR humano
(comenzando con 100 ug/ml, dilucion en serie 1:3) y se incubé durante 1 h. A continuacién, se afiadié a la placa
1 pg/ml de hul5Gll.vS, hu7A4.vl5 o hu7G7.vl durante 1 h. Se lavaron las placas con PBS/Tween 20 al 0,05 % y se
afiadié HRP-anti-Fcy humano de cabra diluido 1:1000 (Jackson ImmunoResearch) a la placa y se incubd durante
1 h a temperatura ambiente. Se lavaron las placas con PBS/Tween 20 al 0,05 % y se detectaron usando sustrato
TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills). Se realizé un ELISA de bloqueo de HFE-TfR en placas maxisorp
recubiertas con 1 ug/ml de HFE en PBS a 4 °C durante la noche. Se lavaron las placas con Tween 20 al 0,05 %
en PBS y se bloquearon con tampdn de bloqueo Superblock en PBS (Thermo Scientific, Hudson, NH). En una
placa NUNC™ se combiné una valoracion de hu7A4.v15, hu15G11.v5, anticuerpo competitivo de Tf, holo-Tf
humano e |gG de control (400 pg para todos los anticuerpos, 8000 pg/ml para holo transferrina, dilucion en serie
1:3) con 2 pg/ml de TfR humano bictinilado y se incubd durante 1 h. A continuacién, se afiadié la mezcla a la placa
recubierta de HFE durante 1 h a temperatura ambiente. Se lavaron las placas con PBS/Tween 20 al 0,05 % y se
afiadié HRP-streptavidina (SouthemBiotech, Birmingham) diluido 1:1000 a la placa y se incubd durante 1 h a
temperatura ambiente. Se lavaron las placas con PBS/Tween 20 al 0,05 %, y se detecté TfR humano biotinilado
unido a la placa usando sustrato TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills).

La union de estas variantes humanizadas a TfR no se vio afectada por la presencia de holo-Tf 6,3 yM, mientras
que la union del anticuerpo competitivo de Tf que se une al sitio de union de Tf en TfR se inhibid (figura 5). Ademas,
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7A4.v15, 15G11.v5 y 7G7.vl humanizadas todavia se podian unir a huTfR capturado con HFE, lo que indica que
no afectaron a la unién de huTfR a HFE inmovilizada (figura 6A). En un experimento relacionado, 7A4.v15 y
15G11.v5 no bloquearon la unién de TfR biotinilado a HFE inmovilizada. Por el contrario, esta interaccion se
bloqued por el anticuerpo competitivo de Tf y holo Tf (figura 6B). HFE y Tf son conocidos por compartir un epitopo
similar en TfR (Bennet et al, Nature (2000) 403, 46-53).

Se evalud la union de 15G11 v.5 y anti-TfRC12 inmovilizados al ECD de TfR humano biotinilado o al fago M13
monovalente que presenta el dominio apical de TfR humano. Se derivd Anti-TfRC12 de una coleccién de fagos de
anticuerpos sintéticos que se selecciond frente a ECD de TfR humano y se une a un sitio en TfR humano que
compite con la unién a transferrina. Se recubrieron los anticuerpos con 1 ug/ml en PBS en placas Maxisorp. Se
detectaron ECD de TfR humano biotinilado unido o fagos de dominio apical de TfR con HRP-estreptavidina (GE
Health Care, RPN 4401V) o HRP-anti-M13 (GE Health Care, 27-9421-01), respectivamente. La figura 25 muestra
que 15G11V.5 se une al dominio apical de TfR humano. El sitio de union de 15G11V.5 se cartografié en el dominio
apical, un sitio distante de los sitios de union del ligando de TfR.

EJEMPLO 2: GENOMANIPULACION POR AFINIDAD DE ANTICUERPOS ANTI-TFR CON REACTIVIDAD
CRUZADA HUMANOS/DE MACACO CANGREJERO

Ademas de las variantes humanizadas descritas anteriormente, se crearon variantes adicionales genomanipuladas
por afinidad. En el presente documento se ejemplifica la genomanipulacién por afinidad de 15G11.v5y 7A4.v15.
Se generaron variantes de afinidad realizando sustituciones de alanina individuales en CDR-L3 o CDR-H3 usando
técnicas estandar. Estas variantes se cribaron como IgG por ELISA y SPR para identificar posiciones importantes
para la unién a TfR humano y de macaco cangrejero; también se determiné la afinidad monovalente de variantes
seleccionadas como Fab. Se expresaron IgG o Fab variantes por barrido de Ala en células 293 y se cuantifico la
unién a TfR humano o de macaco cangrejero por ELISA en placas maxisorp recubiertas con 1,8 pg/ml de anti-Fcy
humano de cabra (Jackson ImmunoResearch) en PBS a 4 °C durante la noche. Se lavaron las placas con Tween
20 al 0,05 % en PBS y se bloquearon con tampdn de bloqueo Superblock en PBS (Thermo Scientific, Hudson,
NH). Se diluyeron en serie 1:5 los sobrenadantes que contenian IgG expresada y se afladieron a la placa durante
1 h. Se usaron hu15G11.v5 o hu7A4.v15 purificados como estandares (diluidos 1:5 comenzando en 1 ug/ml). Se
lavaron las placas con PBS/Tween 20 al 0,05 % y se afiadié HRP-anti-kappa de cabra diluido 1:1000 (Southern
Biotech) a la placa y se incubé durante 1 h a temperatura ambiente. Se lavaron las placas con PBS/Tween 20 al
0,05 % y se detectaron usando sustrato TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills). También se evalud la unién por
SPR, como se describe anteriormente. Los resultados se muestran en las figuras 7A (variantes 15G11.v5) y 7B
(variantes 7A4.v15).

También se generaron otras variantes .de 15G11.v5 con sustituciones de alanina individuales en posiciones en
CDR-L1, CDR-L2, CDR-H1 y CDR-H2, se expresaron y se cribaron en primer lugar por la unién a TfR humano y
de macaco cangrejero por ELISA (tabla 6). EI ELISA de unién a Hu/de macaco cangrejero se realizé en placas
maxisorp recubiertas con 2 yg/ml de TfR humano o de macaco cangrejero purificado en PBS a 4 °C durante la
noche. Se lavaron las placas con Tween 20 al 0,05 % en PBS y se bloquearon con tampdn de bloqueo Superblock
en PBS (Thermo Scientific, Hudson, NH). Se diluyeron en serie 1:5 sobrenadantes de cultivo celular que contenian
IgG variantes de barrido de Ala expresadas y se afiadieron a los pocillos durante 1 h. Se lavaron las placas con
PBS/Tween 20 al 0,05 % y se afiadio HRP-anti-Fcy humano de cabra diluido 1:1000 (Jackson ImmunoResearch)
ala placay seincubé durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron las placas con PBS/Tween 20 al 0,05 %
y se detectaron usando sustrato TMB (BioFX Laboratories, Owings Mills).

TABLA 6: Analisis por ELISA de variantes de IgG hu15G11.v5 de barrido de alanina

ﬁiﬁgc": TiRde \cEs0 de HUTFR
cangrejero (ng/ml) (ng/ml)
15G11.v5 (1,8 0,8
G26A 6,1 1,1
Y27A 1467,1 21,1
T28A 0,8 0,4
E F29A 12,5 1,5
; T30A 0,9 0,4
S31A 0,1 0,05
Y32A 1,4 0,4
W33A 362,5 59,6
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M34A 1,1 0,4
G49A 1,1 0,3
E50A 409,7 20,6
I51A 0,6 0,2
N52A 0,9 0,3
P52aA 8,1 3,9
T53A 0,7 0,3
o R56A 5405,4 55,1
n>': N58A 80,4 6,3
T Y59A 0,7 0,3
160A 0,7 0,3
E61A 0,6 0,2
K62A 0,7 0,3
F63A 0,6 0,4
K64A 0,6 0,3
S65A 0,7 0,2
R24A 0,4 0,1
S26A 0,6 0,2
D27A 0,8 0,2
- N28A 0,8 0,2
g' L29A 0,9 0,3
T Y30A 1,0 0,3
S31A 0,7 0,3
N32A 4,0 1,6
L33A 0,1 0,05
T D50A 0,5 0,2
T52A 0,3 0,2
N53A 0,6 0,3
L54A 0,5 0,4
D56A 0,5 0,3

A continuacién, se purificaron variantes seleccionadas y se evalud su afinidad monovalente por TfR humano o
macaco cangrejero por SPR (tabla 7).

TABLA 7: Analisis por SPR monovalente de variantes seleccionadas de Fab de 15G11.v5 de barrido de
alanina

Mac.
cangr./h
HUTfR TfR de mac. cangr. u
proporci
Ka Kd KD Ka Kd KD on
Fab de Hu15G11.v5 6.74E+05 |4.74E-03 |7.03E-09 [4.51E+05 [1.27E-02 [2.82E-08 4,0

Fab de Hu15G11.HC32A [2.38E+05 |1.78E-03 [7.47E-09 [1.77E+05 |8.51E-03 |4.80E-08 6,4

Fab de Hu15G11.HC34A |5.64E+05 |4.03E-03 [7.14E-09 [3.04E+05 |9.90E-03 |3.26E-08 4,6

Fab de Hu15G11.HC52A |5.30E+05 |2.36E-02 |4.44E-08 [4.87E+05 |5.67E-02 |1.17E-07 [2,6
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Fab de HU15G11.HC52A |5.64E+05 |1.96E-02 |3.46E-08 |nd nd nd nd

Fab de Hu15G11.HC51A |4.33E+05 |1.04E-02 [2.39E-08 [3.13E+05 |3.29E-02 |1.05E-07 14,4

Fab de Hu15G11.HC53A |8.90E+05 |1.15E-02 [1.29E-08 [4.84E+05 |2.50E-02 |5.18E-08 14,0

Fab de Hu15G11.HC54A [2.06E+05 |8.71E-03 |4.24E-08 [2.80E+05 |1.69E-02 |6.02E-08 |1,4

EJEMPLO 3: CONSTRUCCION DE ANTICUERPOS ANTI-TfR HUMANOS BISPECIFICOS Y ANALISIS IN
VITRO

Determinadas de las variantes de anticuerpos anteriores se reformatearon como anticuerpos biespecificos con un
segundo brazo que se unia especificamente a BACE1. Los anticuerpos anti-TfR humano Hul5GIl.v5,
HUlSGIILLC92A, HulSGILLHC52A y HulSGILHC53A se usaron para genomanipular el brazo de union a TfR del
biespecifico usando la tecnologia de construccién de anticuerpos biespecificos 'botén en ojal' (Carter, P. (2001) J.
Immunol. Methods 248, 7-15; Ridgway, J. B., Presta, L. G., y Carter, P. (1996) Protein Eng. 9, 617-621; Merchant,
A M., Zhu, Z, Yuan, J. Q., Goddard, A, Adams, C. W., Presta, L. G., y Carter, P. (1998) Nat. Biotechnol. 16, 677-
681; Atwell, S., Ridgway, J. B., Wells, J. A., y Carter, P. (1997) J. Mol. Biol. 270, 26-35). Ademas de las mutaciones
de botén en ojal en Fc para anti-TfR (ojal) y anti-BACE1 (botén), todos los semianticuerpos contenian mutaciones
en la regidon Fc que anulaban la funcion efectora (N297G) y Hul5GIlL.vS y Hul5G11. LC92A contenia una mutacién
de Fc adicional que anulaba la funcién efectora (D265A). Los semianticuerpos de botén en ojal se purificaron por
separado de E. coli y se combinaron en una proporcién de 1:1,1 de anti-TfR para evitar la formacion de
homodimeros anti-TfR. Se completd el ensamblaje del anticuerpo biespecifico se completd por hibridacion
reductora durante al menos tres dias a temperatura ambiente en un tampén que contenia glutatién reducido en
una proporcién de 100x con respecto al anticuerpo y arginina 200 mM, pH 8,0. Después del ensamblaje, se
purificaron los anticuerpos biespecificos por cromatografia de interaccion hidréfoba. Se confirmé el ensamblaje por
espectroscopia de masas acoplada a cromatografia de liquidos y SDS-PAGE. Se confirmé que los anticuerpos
purificados eran homogéneos y monodispersos por exclusion portamafio y espectroscopia de luz laser de multiples
angulos.

Los anticuerpos biespecificos resultantes se llamaron 15G11.v5 (anti-TfR1), 15G11.W92A (15G11.LC92A o anti-
TfR2), HU15G11.N52A (anti-TfR52A) y Hu15G11.T53A (anti-TfR53A). La afinidad monovalente y |a cinética para
TfR humano y de macaco cangrejero se determinaron para 115G11.v5 y 115G11.W92A por SPR, como
anteriormente (véase la tabla 9). Anti-TfR1 y anti-TfR2 poseen afinidades de unién monovalente similares a las
que tienen anti-TfRA y anti-TfRD por la union a TfR de raton (véase Atwal et al., Sci. Transl. Med. 3, 84ra43 (2011);
Yu et al.,, Sci. Transl. Med. 25 de mayo de 2011: vol. 3, Numero 84, pag. 84rad4).

TABLA 8: Analisis por SPR monovalente de 15G11.v5 (TfR1) y 15G11.W92A (LC92A, TfR2)

Proporcion
HUTfR TfR de mac. cangr. mac.
cangr./human
Ka Kd KD Ka Kd KD 0
Fab de Hu15G11.v5 6.74E+05 |4.74E-03 [7.03E-09 |4.51E+05 [1.27E-02 [2.82E-08 4,0
Hu15G11.W92A
biespecifico 1.28E+05 [3.77E-02 [2.95E-07 |8.36E+04 |5.20E-02 [6.22E-07 21

Adicionalmente, se midié la afinidad de unién de los anticuerpos biespecificos anti-TfR1, anti-TfR2, HU15G11.N52A
y HU15G11.T53A contra TfR humano y de macaco cangrejero por SPR como se describe previamente. Como se
muestra en la tabla 9 a continuacidn, anti-TfR52A y anti-TfR53A tienen afinidades de unién por TfR humano y de
macaco cangrejero entre TfR1h15G11.v5y TfR2LC92A.

TABLA S

Anticuerpos anti-TfR de macaco cangrejero/humano (nM)

TfR de macaco
TfR humano cangrejero

TfR1h15G11.V5 10 37
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TfR2LC92A 270 810
TfRS2A 52 343
TFRS3A 24 143

EJEMPLO 4: IMPACTO DE ANTICUERPOS MONOESPECiFICQS Y BISPECIFICOS QUE CONTIENEN
FUNCION EFECTORA Y SIN FUNCION EFECTORA EN UNA LINEA CELULAR DE ERITROLEUCEMIA
HUMANA'Y CELULAS MONONUCLEARES PRIMARIAS DE LA MEDULA OSEA

Estudios previos en ratones habian determinado que los anticuerpos que se unian a TfR murino con funcion
efectora y/o capacidades de unidn al complemento disminuian selectivamente los reticulocitos que expresaban
TfR. Para determinar si la disminucién observada en los estudios en ratones era exclusiva de un sistema murino,
se realizaron otros experimentos utilizando anti-TfR que se unen a TfR humano.

Se llevaron a cabo ensayos de ADCC usando células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donantes
humanos sanos como células efectoras. Como células diana se usaron una linea celular de eritroleucemia humana
(HEL, ATCC) y células mononucleares primarias de médula ésea humana (AllCells, Inc.). Para minimizar la
variabilidad entre donantes que potencialmente podia surgir de diferencias alotipicas en la posicién del residuo
158 en FcyRIIIA, se limitaron los donantes de sangre a los que portaban el genotipo heterocigoético ReyRINA
(F/V158) en el primer conjunto de experimentos (figura 8A-B). Para el segundo conjunto de experimentos (figura
9A-B), solo se usaron células HEL como células diana, con PBMC de donantes humanos sanos que portaban el
genotipo F/V158 o bien el genotipo FcyRIIIA V/V158. El genotipo V/V158 también se incluy6 en este ensayo debido
a la asociacién conocida con una actividad incrementada de ADCC mediada por linfocitos NK, asi como la
capacidad de unirse a anticuerpos 1gG4 (Bowles y Weiner, 2005; Bruhns et al. 2008). Se contaron las células y se
determind la viabilidad por Vi-CELL® (Beckman Coulter; Fullerton, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se aislaron las PBMC por centrifugacién en gradiente de densidad usando tubos de separacién de sangre Uni-
Sep™ (Accurate Chemical & Scientific Corp.; Westbury, NY). Se sembraron células diana en 50 ul de medio de
ensayo (RPMI-1640 con BSA al 1 % y 100 unidades/ml de penicilina y estreptomicina) en una placa de fondo
redondo de 96 pocillos a 4 x 104/pocillo. Se afiadieron diluciones en serie de anticuerpos de prueba y de control
(50 pl/pocillo) a las placas que contenian las células diana, seguido de incubacion a 37 °C con 5 % de CO2 durante
30 minutos para permitir la opsonizacién. Las concentraciones finales de anticuerpos variaron de 0,0051 a
10 000 ng/ml después de diluciones en serie 1:5 para un total de 10 puntos de datos. Después de la incubacién,
se afladieron a cada pocillo 1,0 x 106 células efectoras PBMC en 100 yl de medio de ensayo para dar una
proporcién de 25:1 de células efectoras:diana, y se incubaron las placas durante 4 horas adicionales. Se
centrifugaron las placas al final de la incubacion y se sometieron a prueba los sobrenadantes para determinar la
actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) usando un CytotoxicityDetection Kit™ (Roche Applied Scinece;
Indianapolis, IN). Se afiadié la mezcla de reaccién de LDH a los sobrenadantes y se incubaron las placas a
temperatura ambiente durante 15 minutos con agitaciéon constante. Se terminé la reaccién con H3PO4 1 My se
midié la absorbancia a 490 nm (se resté el fondo, medido a 650 nm, para cada pocillo) usando un lector de
microplacas SpectraMax Plus. La absorbancia de los pocillos que contenian solo las células diana sirvidé como
control para el fondo (control bajo), mientras que los pocillos que contenian células diana lisadas con Triton-X100
proporcionaron la sefial maxima disponible (control alto). Se midié la citotoxicidad celular independiente de
anticuerpos (AICC) en pocillos que contenian células diana y efectoras sin la adicion de anticuerpos. El alcance de
la ADCC especifica se calculé como sigue:

Ao (Muestra) — A, (AICC)

% ADCC = 100
& X Ajop (Control alto) — Aygo (Control bajo)

Se trazod la curva de los valores de ADCC de las diluciones de la muestra frente a la concentracion de anticuerpos
y se ajustaron las curvas de dosis-respuesta a un modelo de cuatro parametros usando SoftMax Pro.

En un primer conjunto de experimentos, se evalué la actividad ADCC de diversas construcciones de anti-TfR
humano usando una linea celular de eritroleucemia humana (células HEL) o bien células mononucleares primarias
de médula 6sea humana como células diana. Se sometieron a prueba el anticuerpo anti-TfR1 humano bivalente
IgG1 y competente en funcion efectora 15G11, y una forma biespecifica de este anticuerpo con un brazo anti-
BACE1 en un formato de IgG1 humana que contiene mutaciones D265A y N297G para anular la funcién efectora
(vease el ejemplo 3), en diversas concentraciones en el ensayo ADCC, usando 1gG1 anti-gD WT como control
negativo y anti-HLA humano murino (clase I) como control positivo. Los resultados se muestran en las figuras 8A
y 8B. Con las células HEL como dianas (fig. 8A) o bien con las células mononucleares de la médula ésea como
dianas (fig. 8B), el anticuerpo anti-TfR humano efector positivo monoespecifico 15G11 provocéd una actividad de
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ADCC significativa. Esta actividad fue similar a la de los anticuerpos anti-HLA humanos de control positivo en las
células HEL, y en un nivel robusto aun menor con respecto al control positivo en las células mononucleares de la
médula ésea. El nivel algo menor observado en el experimento de células mononucleares de médula dsea
probablemente se deba al hecho de que solo una porcidén de la mezcla heterogénea de células PBMC de linaje
mieloide y eritroide usadas en el experimento expresa niveles altos de TfR, mientras que las células HEL tienen
una expresion de TfR consecuentemente alta en toda la poblacién de células clonales. En marcado contraste, el
anticuerpo anti-TfR/BACE1 humano biespecifico sin funcidn efectora no mostré ninguna actividad de ADCC ni en
las células HEL ni en las mononucleares de médula 6sea, similar al control negativo.

En un segundo conjunto de experimentos, se evalué el impacto del cambio de isotipo del anticuerpo en este sistema
de ensayo. El procedimiento de ensayo de ADCC fue idéntico al descrito anteriormente, con la excepcion de que
todas las células diana eran células HEL y las células efectoras eran PBMC de donantes humanos sanos que
portaban el genotipo FcyRllla-V/F158 heterocigdtico o el genotipo FeyRIlla-V/V158 homocigético. Todos los anti-
TfR humanos sometidos a prueba fueron biespecificos con anti-gD, en tres cadenas principales de Ig diferentes:
IgG1 humana natural, IgG1 humana con la mutacién N297G e |1gG4 humana. También se sometié a prueba un
anticuerpo anti-Abeta con una cadena principal de IgG4 humana y anti-HLA humano de ratén (clase |) sirvié como
control positivo. Los resultados se muestran en las figuras 9A y 9B. Como se anticip6é en base a la asociacién
conocida entre la activacién de las células efectoras y el genotipo V/V158 (Bowles y Weiner 2005), la actividad de
ADCC fue provocada de forma mas robusta por las PBMC de donante V/V158 (~45 % de las células diana
impactadas) con respecto a donantes F/V158 (~25 % de las células diana impactadas) (comparese la fig. 9A con
la fig. 9B). Anti-TfR/gD con la IgG1 natural indujo una ADCC robusta en células HEL, mientras que el anti-TfR/gD
con IgG1 sin funcidn efectora no mostrd ninguna actividad de ADCC en células HEL, replicando los resultados del
primer conjunto de experimentos. De forma notable, con concentraciones de 100 ng/ml o mayores, anti-TfR/gD del
isotipo 1gG4 mostré una actividad de ADCC leve. Esta actividad no se observé en los resultados de anti-Abeta
9G4, lo que indica que se requeria la unién a TfR para la actividad de ADCC. Este hallazgo se correlaciona con
informes previos de que la IgG4 tiene una funcién efectora minima, pero mensurable (Adolffson et al., J. Neurosci.
32(28):9677-9689 (2012); van der Zee et al. Clin Exp. Immunol. 64: 415-422 (1986)); Tao et al., J. Exp. Med.
173:1025-1028 (1991)).

EJEMPLO 5: EVALUACION DE ANTICUERPOS ANTI-TfR/BACE1 HUMANOS BISPECIFICOS IN VIVO
A. Estudio farmacocinético, farmacodinamico y de seguridad.

Para evaluar las concentraciones de farmaco, los efectos farmacodinamicos y la seguridad de los anticuerpos anti-
TfR humanos biespecificos in vivo, se dosific6 a macacos cangrejeros (Macaca fascicularis) anticuerpos
biespecificos usando el clon 15G11 de anticuerpo anti-TfR emparejado con el mismo brazo anti-BACE1 usado en
ejemplos previos (anti-TfR1/BACE1), o clon 15G11.LC92A emparejado con el mismo brazo anti-BACE1 usado en
ejemplos previos (anti-TfR2/BACE1) o Hu15G11.N52A (anti-TfR52A/BACE1) y Hu15G11.TS3A (anti-
TfR53A/BACE1). Estos anticuerpos biespecificos estaban en un formato de IgG1 humana con mutaciones N297G
o0 D265A y N297G que anulaban la funcion efectora, como se describe previamente. Como control se us6 una
molécula anti-gD de 1gG1 humana. Este estudio se realizé en primates no humanos porque la reactividad cruzada
de estos anticuerpos anti-TfR se limita a primates no humanos y humanos. Ademas, los estudios han demostrado
que los mecanismos de transporte de farmacos entre el liquido cefalorraquideo (LCR) y los compartimentos
plasmaticos pueden ser similares entre humanos y primates (Poplack et al, 1977). Se administraron los anticuerpos
mediante una Unica inyeccion en bolo intravenoso (i.v.) en la vena safena a una dosis de 30 mg/kg a macacos
cangrejeros conscientes con catéteres permanentes en la cisterna magna. En diversos momentos hasta 60 dias
después de la dosis, se tomaron muestras de plasma, suero y (LCR). El analisis de las muestras incluyo
hematologia (sangre completa), bioquimica clinica (suero), concentraciones de anticuerpos (suero y LCR) y
respuesta farmacodinamica al anticuerpo (plasma y LCR). Véase la figura 10 para consultar un esquema de
muestreo detallado.

Las concentraciones de los anticuerpos dosificados en suero y LCR de macaco cangrejero se midieron con un
ELISA usando una capa de anticuerpos absorbidos de mono de anti-lgG humana de oveja, seguido de la adicién
de muestras de suero comenzando con una dilucién de 1:100, y finalizado con la adicién de un anticuerpo anti-IgG
humana de cabra conjugado con peroxidasa de rabano picante de mono adsorbido para deteccidn. El ensayo tenia
un intervalo de curva de calibracién de 0,78-50 ng/ml y un limite de deteccidn de 0,08 pg/ml. Los resultados por
debajo de este limite de deteccidon se informaron como inferiores a lo informable (LTR).

Las figuras 11A-B muestran los resultados del analisis farmacocinético para anti-TfR1/BACE1 y anti-TfR2/BACEA1.
El perfil farmacocinético de anti-gD fue como se esperaba para un anticuerpo IgG1 humano tipico en macaco
cangrejero con un aclaramiento medio de 3,98 ml/dia/kg. Ambos anticuerpos anti-TfR/BACE1 se eliminaron mas
rapido que los anti-gD, probablemente debido al aclaramiento periférico mediado por la diana. Anti-TfRI/BACE1
tuvo el aclaramiento mas rapido, consecuente con que tenga la mayor afinidad de unién a TfR, mientras que anti-
TfR2/BACE1 mostrd un perfil farmacocinético mejorado (es decir, exposicidén prolongada en suero) en comparacién
con anti-TfRI/BACE1, probablemente debido a su afinidad reducida por TfR. El aclaramiento de anti-TfRI/BACE1 y
anti-TfR2/BACE1 fue de 18,9 ml/dia/kg y 8,14 ml/dia/kg, respectivamente. Todos los anticuerpos se detectaron en
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el LCR a aproximadamente una milésima parte de la concentracién en suero. Sin embargo, hubo una alta
variabilidad y, en general, no hubo diferencias detectables en las concentraciones de anticuerpo en el LCR entre
las moléculas.

TABLA 10: Estimaciones medias (+ DE) de los parametros farmacocinéticos FC para todos los
anticuerpos de prueba después de la administracién de una dosis unica en bolo i.v. de 30 mg/kg en
macacos cangrejeros (n=5)
AUCtodos AUCinf Cméx CL Vee
Anticuerpo (dia*ug/ml) (dia*ug/ml) (Mg/ml) (ml/dia/kg) (ml/kg)
anti-gD 7640 + 912 + 3,98 + 51,3+
1790 7930 + 1910 141 1,05 10,2
anti-TfR'/BACE1 1610 + 1610 + 809 + 189+ 410+
240 237 132 2,54 8,18
anti-TfR%BACE1 3750 + 3750 + 850 + 8,14 + 412 +
528 530 69,2 1,21 6,06

DE = desviacién estandar; i.v. = intravenoso; AUCiodos = area bajo la curva de la concentracién frente al tiempo
desde el momento 0 hasta el momento de la Ultima concentracién mensurable; AUCint = area bajo la curva de la
concentracién frente al tiempo extrapolada al infinito; Cmax = concentracién sérica maxima observada; CL =
aclaramiento; V eq = volumen de distribucién en estado de equilibrio; Min = minimo; Maximo = maximo.

La figura 19 muestra los resultados del analisis farmacocinético para anti-TfR1/BACE1, anti-TfR52A/BACE1 y anti-
TfR53A/BACE1. Todos los anticuerpos anti-TfR/BACE1 se eliminaron mas rapido que los anti-gD, probablemente
debido al aclaramiento periférico mediado por la diana. Anti-TfR1/BACE1 tuvo el aclaramiento mas rapido,
consecuente con que tenga la mayor afinidad de unién a TfR, mientras que anti-TfR52A/BACE1 y anti-
TfR53A/BACE1 mostraron un perfil farmacocinético mejorado (es decir, exposicién prolongada en suero) en
comparacién con anti-TfR1/BACE1, probablemente debido a la afinidad reducida por TfR de anti-TfR52A/BACE1
y anti-TfR53A/BACE1.

Para observar el efecto farmacodinamico en respuesta a la dosificacién de anti-TfR/BACE1, se midieron los niveles
de Abetal-40 y sAPPa y sAPPB en plasma y LCR de macacos cangrejeros. Se midié Abetal-40 con un ELISA
usando un recubrimiento de anticuerpo policlonal especifico anti-Abetal-40, seguido de la adicién de muestras vy,
finalizando con la adicion de un anticuerpo monoclonal anti-Abetal-40 humano de raton conjugado con peroxidasa
de rabano picante para la deteccidn. El ensayo tiene un limite de deteccidn de 60 pg/ml para plasmay 140 pg/ml
para LCR. Los resultados por debajo de esta concentracién se informaron como informes a lo informable (LTR).
Se determinaron las concentraciones de sAPPa y sAPPB en el LCR usando el ensayo multipunto para
sAPPa/sAPPB (Mesoscale Discovery (Gaithersburg, MD)). Se descongelé el LCR en hielo y, a continuacion, se
diluyé 1:10 en BSA al 1 % en TBS-T (tampdn Tris 10 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, Tween-20 al 0,1 %). El ensayo
se realizé segun el protocolo del fabricante. El ensayo tenia un limite inferior de valores de cuantificacion de
0,05 ng/ml para sAPPay de 0,03 ng/g para sAPP.

Las figuras 12A-E resumen el comportamiento farmacodinamico de los anticuerpos. En la periferia, los niveles de
Abetal-40 en plasma permanecieron sin cambios después de la administracion de anti-gD, pero disminuyeron de
forma transitoria después de la administracién de anti-TfR/BACE1. Ambas variantes redujeron los niveles de
Abetal-40 en plasma, con una inhibicion maxima del 50 % lograda 1 dia después de la dosificacion. Los niveles de
Abetal-40 en plasma se recuperaron gradualmente y los animales a los que se dio anti-TfR1/BACE1 volvieron a
los niveles de referencia de Abetal-40 alrededor de 14 dias después de la dosis. Los niveles de Abetal-40 volvieron
a los niveles de referencia entre 21 y 30 dias después de la dosis en animales tratados con anti-TfR2/BACE1.
Ambos anticuerpos anti-TfR/BACE1 redujeron los niveles de Abetal-40 en el LCR, sin que se observaran cambios
en los animales a los que se dosificé anti-gD. La administracion de anti-TfR1/BACE1 dio como resultado una
disminucion mas significativa de los niveles de Abetal-40 en el LCR (inhibicidon maxima promedio del 50 % del valor
de referencia) que la de anti-TfR2/BACE1 (inhibicién maxima promedio del 20 % del valor de referencia). La
producciéon de sAPPB se inhibid en los animales tratados con anti-TfR/BACE1, pero no en los animales que
recibieron anti-gD. De forma similar a los resultados para Ap40, anti-TfR1/BACE1 tuvo un efecto inhibidor mas
fuerte sobre la produccion de sAPPB que anti-TfR2/BACE1. La produccion de sAPPa se estimulé durante la
inhibicion de BACE1 tanto por anti-TfR1/BACE1 como por anti-TfR2/BACE1, y la respuesta se correlaciono
inversamente con el nivel de inhibicidn observado para sAPPB y Abetal-40. SAPPa y sAPP son los principales
productos de procesamiento de la proteina precursora amiloidea (APP) y sus niveles estan altamente
correlacionados. La proporcién de sAPPB/sAPPa normaliza los resultados ante cambios potenciales en la
expresion de APP de referencia o diferencias preanaliticas potenciales en la recogida y manipulacion del LCR
durante el transcurso del estudio. La proporcion de sAPPB/sAPPa en LCR con anti-TfR1/BACE1 demostré un
efecto FD mas robusto que anti-TfR2/BACE1. Por tanto, estos resultados respaldan el acoplamiento en la diana
(es decir, BACE1) por los anticuerpos anti-TfR/BACE1.
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La respuesta FD para anti-TfR52A/BACE1 y anti-TfRS3A/BACE1 también se correlaciona con la duracion de la
exposicion al anticuerpo y un brazo de TfR con afinidad reducida muestra una reduccién incrementada de Ap40
(datos no mostrados). Estos datos también respaldan el acoplamiento en la diana por estos anticuerpos
biespecificos.

En general, estos resultados sugieren que un anticuerpo anti-TfR/BACE1 biespecifico con una afinidad por TfR
humano entre la de anti-TfR1/BACE1 y la de anti-TfR2/BACE1 probablemente tendria un equilibrio
farmacocinético/farmacodinamico deseable.

No se observaron sefiales de seguridad en este estudio. No hubo efectos evidentes sobre ningun parametro
hematoldgico o de bioquimica clinica de los macacos a los que se administré 30 mg/kg de cualquier anticuerpo
biespecifico hasta 60 dias después de |la dosis. Es importante destacar que los niveles de reticulocitos no se vieron
afectados por el tratamiento con anti-TfR1/BACE1 o anti-TfR2/BACE1 (figura 13), como se esperaba, ya que estos
anticuerpos tenian la funcion efectora deteriorada y el nivel total de reticulocitos iniciales circulantes con niveles
altos de TfR es muy bajo en primates normales (véase el ejemplo 4).

EJEMPLO 6: EVALUACION DE ANTICUERPOS ANTI-TfR/BACE1 HUMANOS BISPECIFICOS IN VIVO

Para examinar la relacién entre la farmacodinamica de los anticuerpos en el LCR y la farmacocinética en el cerebro,
se dosificé a macacos cangrejeros (Macaca fascicularis) anticuerpos anti-TfR1/BACE1 o anti-TfR2/BACE1
biespecificos, como en el ejemplo previo. Estos anticuerpos biespecificos estaban en un formato de IgG1 humana
con mutaciones D265A y N297G que anulaban la funcion efectora. Como control se usé una molécula anti-gD de
IgG1 humana. Para comparacion, también se dosificé un anticuerpo anti-BACE1 bivalente, que es el mismo clon
usado para los anticuerpos biespecificos. Se administraron los anticuerpos mediante una Unica inyeccién en bolo
intravenoso (i.v.) en la vena safena a una dosis de 30 mg/kg a macacos cangrejeros conscientes con catéteres
permanentes en la cisterna magna. Se recogieron muestras de LCR para valores de referencia 24 y 48 horas antes
de la dosificacion, y se recogié otra muestra de LCR 24 horas después de la dosis (como se muestra
esquematicamente en la figura 14). Después de la recogida de LCR 24 horas después de la dosis, se infundié a
los animales solucidon salina y se recogieron los cerebros para el analisis de las concentraciones de anticuerpos.
Se homogeneizaron regiones cerebrales diferentes en NP-40 (Cal-Biochem) al 1 % en PBS que contenia
comprimidos de un céctel de inhibidores de proteasa Complete Mini EDTA-free (Roche Diagnostics). Las muestras
de cerebro homogeneizadas se agitaron a 4 °C durante 1 hora antes de su centrifugacién a 14 000 rpm durante
20 minutos. Se aisld el sobrenadante para la medicidon de anticuerpos en el cerebro, usando el procedimiento
ELISA descrito en el ejemplo previo. También se recogié sangre para confirmar la exposicion periférica y las
respuestas farmacodinamicas, que fueron similares a las observaciones en el ejemplo 5.

Los efectos farmacodinamicos de anti-TfR1/BACE1 y anti-TfR2/BACE1 evaluados en LCR también fueron
similares a los observados en el ejemplo previo. La figura 15 demuestra que la proporcién de sAPPR/sAPPa en el
LCR disminuyé de forma robusta después de la dosificacion con anti-TfR1/BACE1. Anti-TfR2/BACE1 no mostro
una disminucion evidente 24 horas después de la dosis en este estudio. Anti-BACE1 tampoco mostrd ningln
efecto. El analisis de las concentraciones cerebrales de anticuerpo revelé que tanto la IgG de control como el
anticuerpo anti-BACE1 tenian una captacién limitada en el cerebro, en niveles que estaban justo por encima de la
deteccion en el ensayo (promedio ~670 pM). Anti-TfR2/BACE1 tuvo una captaciéon mejorada ~3 veces en el
cerebro frente a la 1gG de control (promedio ~2 nM), y anti-TfR1/BACE1 tuvo la mejor captacion en el cerebro,
~15 veces mayor que la de la IgG de control (promedio ~10 nM). Las concentraciones de anticuerpos en el cerebro
para los diferentes anticuerpos se correlacionaron con la respuesta farmacodinamica observada en el LCR en los
estudios, teniendo anti-TfR1/BACE1 la mejor captacién en el cerebro y el efecto farmacodinamico mas robusto, y
teniendo anti-TfR2/BACE1 menos captacion en el cerebro y un efecto mas modesto.

Estos resultados amplian nuestros hallazgos previos para demostrar que los anticuerpos biespecificos de unién a
TfR mejoran la captacidon en el cerebro de primates no humanos. En primates, como en ratones, probable existe
una afinidad éptima por TfR que equilibra mejor la captacién en el cerebro y el aclaramiento mediado por TfR. En
el ejempilo, el anti-TfR1/BACE1 de mayor afinidad demuestra una buena captacion en el cerebro y se ve afectado
por el aclaramiento periférico mediado por la diana. El TFR2/BACE1 de afinidad reducida tiene propiedades de
aclaramiento mejoradas, pero parece tener una union tan baja para TfR que no puede ser transportado eficazmente
por TfR (de manera muy similar a como el anticuerpo anti-TfR de menor afinidad TfRE en el documento
US2012/0171120 pasa algun umbral de afinidad mas alla del cual la afinidad es demasiado baja para permitir una
interaccion suficiente entre el anticuerpo y TfR de modo que el anticuerpo permaneceria asociado con TfR cuando
TfR comienza el proceso de translocacion). A partir de los resultados de este experimento, s