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DESCRIPCION
Anticuerpos anti-Abeta
Campo de la invencién

Esta invencién esta en el campo de la medicina. Mas en particular, la invencion esta dirigida a un procedimiento
para preparar un anticuerpo anti-Af exento del péptido AR o con cantidades aceptablemente bajas del mismo.

Antecedentes de la invencién

Un componente principal de placas de amiloide es el péptido AB de los aminoacidos 39 a 43. Este péptido deriva
proteoliticamente de una proteina de membrana integra de tipo I, la proteina precursora de amiloide (APP). Las
formas predominantes secretadas en medios de cultivo de células son péptido AB (1-39/40 o X-39/40), mientras que
las formas mas largas, péptido AB (1-42/43 o X-42/43) que son menos solubles y con mayor tendencia a agregarse,
constituyen las semillas nucleantes para el deposito de amiloides. Los depdsitos de amiloides que comprenden
péptido AB, (1-42/43) estan asociados con afecciones y enfermedades tales como enfermedad de Alzheimer,
sindrome de Down, angiopatia amiloide cerebral, demencias vasculares, empeoramiento cognoscitivo suave y
similares.

Se han enfocado diversos tratamientos terapéuticos para afecciones y enfermedades relacionadas con depdsitos
anormales que contienen el péptido AB. en cuanto a impedir la produccién de péptido y/o su agregacion a plaquetas
asi como en cuanto a reducir o eliminar la produccién de placas de amiloide. Otro enfoque de tratamiento implica la
induccion de una respuesta inmunogénica al péptido AB por administracion del péptido mediante, por ejemplo,
inmunizacion activa (documento WO 99/27944). Sin embargo, un reciente estudio en Fase 2A utiiizando un enfoque
de inmunizacion con AR 1-42 sintético humano se suspendidé tan pronto como cuatro pacientes tuvieron signos
clinicos coherentes con inflamacion del sistema nervioso central (SNC). Desde la suspension, once pacientes mas
presentaron inflamacion asociada del SNC (Orgogozo y otros, Neurology, 61:46-54 (2003), Schenk y otros, Curr.
Opn. Immun., 16:599-606 (2004). Asi, la administracion de péptido AR para tratar la enfermedad de Alzheimer ha
causado acontecimientos adversos y generado reservas sobre su seguridad para el paciente.

Un medio inmunoldgico alternativo para seleccionar el péptido AB es por la administracion de anticuerpos
especificos para el péptido mediante, por ejemplo, inmunizacién pasiva. Si bien la inmunizacién pasiva no establece
memoria en células T y B de la manera que lo hace la inmunizacién activa, el enfoque pasivo no ha generado los
recelos en cuanto a la seguridad que acompafian a la inmunizacién activa.

El documento WO 02/46237 se refiere a anticuerpos humanizados que reconocen el péptido AB amiloide.

Previamente varias lineas de células, tales como K562, M17, HEK 293, CHO y HUVEC, demostraron producir
péptido AP (Shoji y otros, Science, 258:126-129 (1002); Haass y otros, Nature, 359:322-325 (1992).
Consecuentemente, muchas lineas de células que se pueden usar para expresar anticuerpos humanos o
humanizados para uso clinico, tales como CHO y HEK 293, contienen endégenamente holoproteina de APP asi
como las y- y B-secretasas necesarias para escindir APP y por ello expresar naturalmente péptido ApB.

Sorprendentemente, durante la preparacién de anticuerpos ant-AB se descubrié que el péptido AB produce
enddgenamente en la mayoria de mamiferos lineas de células cominmente usadas para expresar anticuerpos
recombinantemente, se une al anticuerpo anti-ApB a bajos niveles y se obtiene mediante el cultivo de células y
procedimiento de purificacion. Junto con la contaminacion del péptido AP del material anticuerpo anti-AB producido
recombinantemente, hay posibilidad de una respuesta inmunogénica incrementada en un paciente, siendo de una
importancia clave la prevencion, eliminaciéon o reduccion del péptido AB. Ademas, cuando el péptido A producido
enddégenamente, no es humano, como con la linea de células CHO, las implicaciones de inmunogenia para el
péptido AB no humano unido al anticuerpo anti-AB expresado pueden causar para la seguridad del paciente una
preocupacion incluso mayor y, por ello, hacer que sean vitalmente importantes la prevencién, eliminacién o
reduccion del péptido ApB.

Sumario de la invencién

De acuerdo con la presente invencidon se proporciona un procedimiento para preparar un anticuerpo de A que
comprende las etapas de:

a — expresar el anticuerpo en células que expresan enddégenamente péptido AR,
b — afiadir un inhibidor beta o gamma secretasa al medio usado para crecemiento de las células,

¢ — purificar el anticuerpo del medio de crecimiento, teniendo el que el anticuerpo purificado una concentracion
indetectable o niveles aceptablemente bajos de péptido AR producido endégenamente.

Preferiblemente, al medio se afiade un inhibidor gamma secretasa.
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Muy preferiblemente, las células son células de mamifero y son células de hamster, humanas o de raton,
seleccionadas ente CHO, HEK 293 y PER.C6.

Otra realizacion consiste en que el anticuerpo se exprese en células en las que la produccion de AB se elimina
mediante supresion de un gen especifico, tal como el que codifica APP, B-secretasa o los genes de y-secretasa, o
mediante expresion intensificada de a-secretasa. Otra realizacion consiste en que el anticuerpo se produce en un
cultivo de células que contiene inhibidor de af3- o y-secretasa.

Descripcion detallada de la invencién

Se describen ahora los términos siguientes a los fines de la presente invencién como se da a conocer y se
reivindica.

Por “anticuerpo” se entiende un anticuerpo, que incluye sin limitacion un anticuerpo quimérico, humanizado,
humano, recombinante, transgéniico, injertado y de cadena individual, y similares, o cualesquiera proteinas de
fusién, conjugadas, fragmentos o derivados de los mismos que contienen uno o varios dominios que unen
selectivamente péptido AB. Por tanto, anticuerpo incluye una molécula de inmunoglobulina entera, un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo humano o un fragmento
inmunolégicamente eficaz de cualquiera de ellos. Por fragmento de anticuerpo se entiende un fragmento Fv, un Fv
unido a disulfuro, scFv, Fab, Fab’ o F(ab’),, que son bien conocidos en la técnica. La expresion “anticuerpo anti-Ap”
significa un anticuerpo que reconoce o un peptido AB.

El término “anticuerpo humanizado” significa un anticuerpo que esta compuesto parcial o totalmente por secuencias
de aminoacidos derivadas de un linea de germen de anticuerpo humano o secuencia reordenada y formada por
alteracion de la secuencia de un anticuerpo que tiene regiones que determinan una complementariedad no humana
(CDR). Las regiones de marco conservado de las regiones variables son sustituidas por las correspondientes
regiones de marco humanas dejando las CDR no humanas sustancialmente intactas. Las regiones de marco
conservado humanas incluyen regiones de marco conservado gendémicas, y también abarcan las que contienen una
0 varias sustituciones de aminoacido. En particular, tales sustituciones incluyen mutaciones en las que un
aminoacido en una posicion particular del fragmento humano es sustituido con el aminoacido de la posicién
correspondiente del marco conservado natural para la CDR no humana. Un anticuerpo en el contexto de anticuerpo
no humanizado no esta limitado a un anticuerpo de longitud entera y puede incluir fragmentos y formas de cadena
individual.

El término “péptido AB” o “AB” en esta contexto incluye los péptidos 39, 40, 41, 42 y 43 de aminoacidos derivados
de la proteina precursora de amiloide (APP) in vivo por proteolisis, y cualesquier fragmentos de esos péptidos, tales
como péptidos acortados N-terminalmente derivados de esos péptidos (por ejemplo, los indicados por x-42, siendo
x =1, 2, 3, etc), péptidos acortados C-terminalmente derivados de péptidos 1-39, 40, 41 y 42, y péptidos acortados
en ambos extremos. Véase SEC laaad n°. 1, péptido AR humano y SEC. ID. n°. 2, péptido A de roedor (esto es,
raton hamster) para detalles de cada secuencia de péptidos de aminoacidos de longitud entera.

Tal como se usa a qui, el término “B-secretasa” se refiere a una enzima implicada en el procesamiento de APP que
escinde APP para generar el extremo amino del péptido AB. El término “y-secretasa “ se refiere al complejo
enzimatico implicado en el procesamiento de APP que escinde APP tras la -secretasa para generar el extremo
carboxilo de AB. El término “a-secretasa” se refiere a la enzima implicada en el procesamiento de APP que escinde
APP dentro de la secuencia de AB (entre los residuos 16 y 17 de péptido AB) en una via de paso para APP soluble
tal que no se produce péptido AB. Por “inhibidores de (- o y-secretasa’ se entiende moléculas que inhiben
(bloquean o reducen) la actividad enzimatica de 3- o y-secretasas.

Por “niveles aceptablemente bajos de péptido AB” se entiende un nivel de péptido AR contaminante en una
preparacion de anticuerpo anti-Ap que se considerara seguro y por ello aceptable o adecuado para administracién a
un sujeto humano, en particular en una composicién farmacéutica. En particular, serian niveles de péptido AB
aceptablemente bajos los que no causan una respuesta inmunogénica y/o respuesta inmunogénica acrecentada en
un paciente al que se administra un anticuerpo anti-Af3. Los niveles aceptablemente bajos se determinarian por un
experto en la técnica siguiendo practicas que se usan comunmente y son aceptadas en el desarrollo de
composiciones y formulaciones farmacéuticas respecto a seguridad.

Por “concentracion indetectable” de péptido AR se entiende una concentracion de péptido AR que es inferior a los
limites de deteccion de procedimientos cominmente usados para medir la concentracion de péptido AR en una
preparacion de anticuerpo anti-AB. Entre tales procedimientos figuran, no limitativamente, ELISA, andlisis por
transferencia en gel de acido-urea/western (descrito en los Ejemplos 1-3), procedimientos de espectrometria de
masas, procedimientos analiticos por cromatografia, u otros procedimientos analiticos muy sensibles. Por ejemplo,
el andlisis en gel de acido/western segun se describe en los Ejemplos 1-3 tiene una sensibilidad maxima de = 1 pg
de AB/ug de IgG, mientras que la ELISA usada en el Ejemplo 3 tiene un limite de deteccién de 0,02 ng/ml. Las
concentraciones de AP que son inferiores a esos limites para los respectivos procedimientos serian indectables.
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Las composiciones consideradas aqui pueden prepararse por cualquiera de los diferentes procedimientos
conocidos en la técnica. Los siguientes procedimientos tienen la finalidad de ilustrar la invencién, no de limitarla.

En general, la produccién de anticuerpo recombinante se realiza usando procedimientos que se pueden agrupar en
tres etapas principales: generacion de la linea de células, cultivo de células y purificacion. Asi, después de haberse
generado una linea de células, generalmente se prepara un anticuerpo anti-Af3 de la presente invencién por un
procedimiento que incluye expresar el anticuerpo en una linea de células y o purificar el anticuerpo. Los cambios
hechos en cualquiera de estas etapas pueden afectar a la expresion o las caracteristicas del anticuerpo generado.
Diferentes variables pueden afectar a la expresion del anticuerpo en la etapa de generacion de la linea de células,
incluidas las construcciones de vector y las secuencias lider contenidas en ellas usadas para transformar le linea de
células permitiendo la expresion del anticuerpo, la eleccion del tipo de célula, la seleccién de células transfectadas,
la amplificacion de gen y la exploracion de la linea de células. La expresién de anticuerpo de la linea de células
seleccionadas se basa en el uso de medio de cultivo de células. Modificaciones del medio tales como cambios de la
temperatura, nutrientes y oxigeno disuelto pueden afectar a la expresién y calidad del producto. Tras la expresion
del anticuerpo en cultivos de células, técnicas de purificacion tales como varias técnicas cromatograficas, filtracion e
intercambio de tampon pueden afectar a las propiedades del producto deseado, asi como la transparencia y la
naturaleza de los contaminantes. A la vista de estas etapas generales de la produccion de anticuerpo
recombinante, la presente invencién se puede realizar con éxito usando técnicas particulares o haciendo
modificaciones especificas en cada una de estas etapas.

Los procedimientos para preparar las composiciones dadas a conocer aqui implican fuentes particulares de la linea
de células asi como modificaciones de la linea de células. Como se ha mencionado previamente, la linea de células
afecta a la expresion de anticuerpo. Los procedimientos para preparar las composiciones descritas aqui incluyen el
uso de células mamiferas para expresar anticuerpo anti-AB. Preferiblemente, la linea de célula mamifera es un
hamster, un ser humano o una linea de célula de raton. Mas preferiblemente, la linea de célula de mamifero es
CHO, HEK 293 o PER C6. Muy preferiblemente, la linea de células de mamifero es CHO.

Las lineas de células de mamifero que carecen de APP o una de las secretasas (- 0 y-secretasa) se pueden usar
para expresar anticuerpos recombinantes. Se puede conseguir una linea que carece o que tiene niveles reducidos
de APP, B- o y-secretasa mediante diferentes manipulaciones o modificaciones de lineas de células. Las lineas de
células en las que el (los) gen(es) que codifica(n) APP, B- o y-proteasa estan noqueadas se pueden generar por
procedimientos bien conocidos en la técnica. Alternativamente, modificaciones de la linea de células pueden
producir este efecto de carecer de un gen. Un ejemplo de una modificacion util de una linea de células implica
reducir significativamente la cantidad de péptido AR expresado por degradacion del transcripto de ARN para la
proteina no deseada (por ejemplo, APP o - 0 y-secretasa) mediante un procedimiento conocido como interferencia
de ARN, Para posibilitar la transferencia de ARN, las células se pueden transfectar estable o transitoriamente, o
infectar, con una secuencia de ADN para que resulte una expresion mediada por plasmido o viralmente de
estructuras de ARN de horquillas pequefias que se unen especificamente al transcripto de interés para iniciar la
escision o degradacién de ese transcripto de acuerdo con procedimientos conocidos en la técnica (Banan y Puri,
Curr. Pharm. Biotechnol. 5:441-50 (2004); Nesterova y Cho.Chung, Curr, Drug Targets, 5:683-9 (2004); Medema,
Biochem. J., 380:593-603 (2004). Como alternativa al cultivo de células de mamifero para expresion de proteinas se
han usado plantas o cultivos de células transgénicas (Hellwig y otros, 2004, Nature Biotechnology, 22:1415 (2004)),
y puede haber otra fuente para producir aticuerpos que carecen de AB. Analogamente, cominmente se usan
diversas especies de levaduras como alternativa al cultivo de células mamiferas y podrian ser aplicables para
expresion de anticuerpos que carecen de AB. El uso de de estos procedimientos reduce o evita la produccion de
péptido Ap.

Los procedimientos para preparar las composiciones dadas a conocer aqui implican miodificaciones en el cultivo de
células. Estos procedimentos incluyen la incorporacién de inhibidores de (- o y-secretasa en el cultivo de células
para producir anticuerpo anti-AB con niveles aceptablemente bajos de péptido AB. Son conocidos varios inhibidores
de B- o y-secretasa (por ejemplo, patente U.S. n° 6.486.350, U.S. n°. 6.627.739, Dovey y otros, J. Neurochem.
76:173-181 (2001), Yue-Ming y otros, Nature, 405:689-694 (2000) y se pueden usar para estos procedimientos.

Procedimientos adicionales para preparar las composiciones descritas aqui aumentan la produccion de APP soluble
reduciendo asi la cantidad de péptido AR producido. La produccién de APP soluble se puede incrementar mediante
una actividad de a-secretasa intensificada en la linea de células. Se puede generar una linea de células con
actividad de a-secretasa intensificada por procedimientos conocidos en la técnica. Alternativamente, la produccion
de APP soluble se aumenta con la adicidon de cobre a células CHO (Borchardt y otros, Biochem. J., 344, 431-467
(1999). La adicion de cobre también reduce mucho los niveles de péptido A en células parenterales CHO-K1 y en
células de CHO-CURS resistentes al cobre.

Los procedimientos para preparar composiciones dadas a conocer aqui implican también diversas técnicas de
purificacion. Estas técnicas incluyen la captura de proteina A de anticuerpo de cultivo de células. La subsiguiente
purificacion puede incluir el uso de agentes para disociar el anticuerpo anti-AB seguido por separacion del
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anticuerpo del antigeno basandose en diferencias cromatograficas entre estas dos entidades. Entre los agentes
disociativos preferidos figuran acido, urea, tiocianato y detergente. Después de que se haya realizado la disociacion
del anticuerpo y el antigeno se usan técnicas cromatograficas capaces de separar el anticuerpo anti-Af del péptifo
AB para eliminar el antigeno del anticuerpo o del complejo anticuerpo-antigeno. Estas técnicas cromatograficos
preferiblemente son cromatografia de exclusion por tamafio, cromatografia de intercambio iénico, cromatografia en
fase inversa y cromatografia de interaccion hidr6foba. Ademas, como otra técnica para separar el antigeno del
anticuerpo se usa filtracion en flujo tangencial. En un procedimiento preferente de purificacién, las composiciones
descritas aqui se purifican por etapas que incluyen captura de proteina A, neutralizacion, dilucién, acidificacion del
anticuerpo, cromatografia de exclusion por tamafios y neutralizaciéon (véase Ejemplo 2).

Otros procedimiento cromatografico usa un anticuerpo inmovilizado a otro epitopo de péptido AB o un anticuerpo
con mayor afinidad a A para aislar y eliminar el complejo anticuerpo-antigeno o el antigeno.

Las composiciones consideradas aqui se pueden usar para tratar pacientes humanos con afecciones y
enfermedades tales como enfermedad de Alzheimer, sindrome de Down, angiopatia cerebral amiloide, demencias
vasculares, discapacidad cognoscitiva suave, y similares. Todo péptido AP puede originar riesgos de inmunogenia
potencial para el paciente incluso con mayores reservas en cuanto a la salud si el péptido AB es no humano. Por
ello, la prevencion, la eliminacion o la reduccion del péptido AB es clave.

Las composiciones dadas a conocer aqui son adecuadas para administracion a un sujeto humano como una
composicion farmacéutica que incluye un anticuerpo anti-AB y un excipiente farmacéuticamente aceptable. Entre los
ejemplos de excipientes farmacéuticamente aceptables figuran tampones, tensioactivos, agentes solubilizantes,
agentes isotonicos, agentes eatabilizadores y similares disefiados como apropiados para el modo de administracion
seleccionados. Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton PA, proporciona un compendio
de técnicas de formulacién conocidas generalmente por quienes las practican.

Los ejemplos siguientes se presentan a fines ilustrativos y no son limitativos de la invencion.
Ejemplo 1. Expresion de péptido anti-AB en un cultivo de células que contiene un inhibidor de y-secretasa

quiral

Se afiade un inhibidor de y-secretasa (WO 98/28268) al cultivo de células HEK 293 en el que se expresa un
anticuerpo anti-AB para reducir la cantidad de péptido A expresado naturalmente por las células. Las muestras del
cultivo de células para este ejemplo incluyen un cultivo de control sin inhibidor afiadido, un cultivo en el que se
afnade inhibidor 1 nM al tiempo t = 0 y cada 24 horas después durante 5 dias (para una transfeccion de 5 dias) y un
cultivo en el que se afiade inhibidor 1 nM en el tiempo t = 0. Estas muestras se purifican usando una columna de
proteina A asi como cromatografia de exclusién por tamafios. Las muestras se analizan en cuanto al contenido de
AB por separacion en gel de acido-urea y posterior analisis por transferencia western como se detalla mas adelante.
Los resultados de anti-Ap producido y analizado de esta manera se presentan en la siguiente Tabla 1.

El protocolo siguiente describe una técnica para desnaturalizacion del acido férmico de muestras y posterior
electroforesis a través de una matriz de poliacrilamida acido-urea.

Dia 1l

Montaje del aparato

1. Se limpian y montan placas de gel de acrilamida para colar. Por ejemplo, placas de Hoeffer en un estante de
colada (placas de 16 cm x 14 cm con espaciadores de 1,5 mm). Se enjuagan a fondo con detergente en agua
destilada H,Od) las placas limpias, se enjuagan con acetona y finalmente con alcohol del 100%.

2. Se marcan las placas a 10 cm (22% de gel separador) y 11,75 cm (10% de gel de etapa).

Preparacion del gel y concentraciones de gel

(2). Solucidn de acrilamida (solucion al 40%, tal como Bio-Rad/cat n°. 61-0148)
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(2). Componentes del gel

4% de 10% 22%
acumulador

Urea 5,76 g 2,88¢g 11,56 g
Acrilamida al 40% 1,6 ml 2ml 17,6 mi
GAA 1,6 ml 800 ul 3.2ml
TEMED (2,5%) 450 pl 200 pl 600 pl
APi (10%) 100 pl 100 pl 100 pl
H>Od hasta 16 ml hasta 8 ml hasta 32 ml

Se afiade urea, acrilamida, acido acético glacial (GAA) y H>Od a tubos cénicos de 50 ml. Se agita con vortex y se
incuba en bafio de agua a 55°C. Se agita con vortex cada unos pocos minutos hasta que la urea esté
completamente en solucion. Se desgasean las soluciones al 22% y 10% y las soluciones se ponen sobre hielo,
dejando el resolvente a 4% en el bafio de agua.

Vertido del gel (a temperatura ambiente)

(1). Se afade N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) a la solucién al 22% y se agita suavemente varias veces
para mezclar. Seguidamente se afiade el APS (persulfato amonico) al 10%y se invierte varias veces. Usando una
pipeta de 25 ml se vierte lentamente la solucién entre las placas hasta que alcanza la marca de 10 cm.

(2), Se afiade cuidadosamente un revestimiento de 750 pl de GAA al 5%. Se usa una pipeta P1000 para llevar
lentamente el GAA al 5% abajo de un lado de las placas de vidrio sobre el gel resolventa

(3) Se deja que polimerice a temperatura ambiente durante al menos 1 hora.

(4) Se afiade TEMED Yy la solucién de acrilamida al 10% de la misma manera que la solucién al 22%. Se elimina el
revestimiento y se afiade la solucion hasta que se alcanza la segunda marca a 11,75 cm. Nuevamente se vierte con
cuidado un revestimiento de 750 pl de GAA al 5% como antes. Se deja que polimerice el gel durante 30 minutos.

(5) Antes de afiadir la solucion de acumulador al 4%, se pone el estante de gel en una incubadora a 37°C durante
15 minutos para calentar los geles. Esto ayuda a que la polimerizacion en los pocillos se haga correctamente. Se
desgasifica la solucion de acumulador al 4% y se mantiene a 55°C. Se elimina el revestimiento. Se afiade TEMED,
se invierte varias veces y luego se afiade el APS al 10%. Se vierte rapidamente esta solucién y se inserta un peine
de 12 pocillos limpio-seco (o un peine de 15 pocillos). Después de verter el acumulador, se vuelve a poner el
estante en la incubadora durante 25 minutos, luego se quita. Se deja que polimerice en la parte de arriba del banco.
El acumulador tardara en polimerizar completamente al menos 1,5 horas.

NOTA: Durante las etapas de polimerizacion, apareceran bolsas de aire en el gel resolvente. Estas bolsas es
forman debido al cambio de temperatura del gel durante y después de la polimerizacién. Estos espacios no afectan
al comportamiento de la técnica.

Preparacion de muestras

En los andlisis por encima de 3 mg de proteina en un solo carril se lograran resultados razonables de bandas. Las
condiciones para analizar la proteina son como sigue:

Muestra:
30 pl de 100 mg/ml de proteina (concentracién maxima de proteina)
80 I de &cido férmico (98%) (ICN cat n° 15162-90)

20 pl de tampdn con carga de acido (80% de acido formico, 60% de sacarosa. 0,02 verde de metilo. El tampdn se
prepara disolviendo 6 g de sacarosa en aprox. 8 ml de acido férmico al aprox. 99%. Se caliente y agita la mezcla.
Después de haberse disuelto la sacarosa se ajusta el volumen de la soluciéon a 10 ml con acido formico aprox. al
90%. Se afiaden 2 pl de solucién de verde de metilo).

1pl de mercaptoetanol.
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Nota. Es necesario ajustar los volimenes. Sin embargo, se ha de asegurar que la concentracion final de acido
férmico de sea siempre de entre 70% y 90%.

Escaleras

Marcadores de peso molécular de Pharmacia. Intervalo del P.M. 2.512-16.949 (cat. n°. 1129-83). Se reconstituye la
proteina en 1 ml de PBS. Se congelan partes alicuotas de 10 pl a —20°C. Se descongela 1 alicuota para cada
escalera necesitada y se afiaden 90 pl de acido férmico (98%) , 20 ul de tampén de carga de acido y 1 pl de B-
mercaptoetanol.

Muestras de BSA

En los dos carriles exteriores de cada tanda de gel se produce distorsion. Para coadyuvar a minimizar los efectos
negativos que crea esta distorsion, se cargan muestras de BSA en estos carriles exteriores de cada lado del gel.
Muestras de BSA = 1 pl de BSA al 5%, 90 pl de acido férmico (98%), 20 ul de tampon de carga de acido y 1 pl de B-
mercaptoetanol.

Desarrollo del gel

Accion previa: Se monta el aparato en una habitacion fria. Se llena la cdmara del fondo (tres cuartos de su
volumen) con el tampo6n de accidon del gel de acido preenfriado. Se aflade una cantidad apropiada de tampén al
depdsito de arriba. Se hace preactuar el anodo al catodo de gel a 250 volts durante 30 minutos.

* Se eliminan todas las burbujas de aire del fondo del gel y se verifica que no ha habido escapes de tampén del
depdsito de arriba.

** Tampoén de accién del gel de acido = 250 ml de acido acético glacial + 3750 ml de H>Od.

Carga de las muestras

Se enjuagan los pocillos con tampén antes de cargar las muestras para coadyuvar a la eliminacién de urea en
exceso, Se cargan las muestras, escaleras y muestras de BSA exteriores. Téngase en cuenta que dos escaleras
funcionan de manera que antes de la transferencia, un carril que contiene una escalera de péptido se corta y se tifir
con Coomassie Blue.

Voltaje de etapa. El gel se desarrolla de anodo a catodo como sigue
-15 min a 25 volts

-15 min a 50 volts

-15 min a 100 volts

- 18 min a 200 volts

- 15 horas a 275 volts

** Se desarrolla el gel durante la noche hasta que el frente del colorante esté a aprox. 2 a 2,5 cm del fondo, que
generalmente es la mafiana siguiente si se inici6 el gel al final de la tarde.

Dia 2

Condiciones de transferencia para el gel de acido-urea (en ambiente frio a 4°C)

La noche anterior a la transferencia se prepara el tampén siguiente y se almacena en un ambiente frio.

Tampon de transferencia:

Base Tris 12,36 g
Glicina 57,69
Metanol 800 ml
H>Od Hasta 4 litros

Se neutraliza el gel de acido-urea antes de la transferencia. Se elimina cuidadosamente el gel y se pone en una
bandeja de vidrio lavada. Se afiaden 200 ml de tampdn de transferencia y se mece suavemente durante 15 min. Se
repite la etapa de lavado hasta 4 veces en total. Se realiza la transferencia como es normal (2,5 horas a 100 volts).

Tincién con Ponceau S y destincién

Después de la transferencia, se visualizan las proteinas en el rastreador por tincién con Ponceau S. La nitrocelulosa
se tifie durante 5 min en una solucién de Pon-S al 0,1% en acido acético al 5%. Después de desteiiir la membrana
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con H,Od (tres lavados muy cortos), se rastrea digitalmente y se marcan las escaleras con un lapiz mate. Se
archiva.

*Nota. Esta escalera se usa sélo para fines de alineamiento. Esta técnica separa péptidos de acuerdo con su peso
molecular (tamafio) y carga. Por ejemplo, dos péptidos del mismo peso molecular pero con diferentes cargas
probablemente no tienen la misma movilidad. A causa de estas cuestiones, siempre se deben tratar los patrones de
péptido AR en al menos un pocillo, lo que permite buna identificacion precisa del péptido AB.

** Importante. Todas las bandas de la escalera patron de péptido no se transfieren. Cuando la escalera de azul de
Coomassie se alinea con la nitrocelulosa tefiida con Ponceau S, se ve que las bandas de 10,7 kDa y 6,2 kDa no se
transfieren.

Condiciones de transferencia western

La membrana de nitrocelulosa se cuece en PBS durante 5 min, Se actla en las condiciones usuales de western.

Etapa de blogueo

Se bloquean las membranas en leche al 5% 1 X en solucién salina tamponada con Tris/0,125% de Tween 200
(TBS/T) durante 45 min a un volumen de 50 ml.

Anticuerpo principal

Se usa un namero seleccionado de anticuerpos anti-AB (por ejemplo 3) uniéndose los epitopos de unién de los
anticuerpos seleccionados a diferentes regiones del péptido AB. Se debe asegurar que los anticuerpos
seleccionados también permite la visualizacion estandar de como minimo 79 pg. La solucién de anticuerpo primario
esta en 0,5% de leche TBS/T con, por ejemplo, una dilucién 1:1000 de los anticuerpos seleccionados a un volumen
total de 20 ml. Se deja durante la noche anticuerpo primario en un agitador por balanceo.

Dia 3

Lavado de membrana

Se lava la membrana 3 X en BSA al 1% en TBS/T durante 10-15 min cada una.

Anticuerpo secundario

La solucién de anticuerpo secundario es en leche al 1% TBS/T con una dilucién 1:6000 de HRP antirratén (catalogo
n°, 7076 de Cell Signaling) a un volumen total de 50 ml. Se deja la membrana en el anticuerpo secundario durante 3
horas.

Después del anticuerpo secundario, la membrana se lava 3 X con TBS/T durante 15 min cda una,

Revelado
Se pone la membrana en solucién quimioluminiscente intensificada (ECL) (Pierce Super Signal West Pico Catalog
n°. 34080) durante 5 min antes del revelado.

La sensibilidad maxima de este procedimiento depende de los reactivos usados durante el procedimiento de
transferencia western. Para el ejmplo detallado antes, la sensibilidad maxima de este ensayo es de = 1 pg/ug IgG.
Para las muestras, la concentracion de IgG (mg/ml) se determina por medida de la absorbancia a 280 nm y
dividiendo ese valor por un coeficiente de extincion de 1,4.

Los andlisis de las muestras generadas de acuerdo con este ejemplo dieron los resultados siguientes:

Tabla 1. Analisis de gel de acido-urea de anticuerpo purificado de células con o sin un inhibidor de y-secretasa

Muestra FL' (pg/pg 19G | T1% (pg/ug 19G) | T23(pg/ug 19gG) | Total de hAB40
(p9/ug 19G)
Sin inhibidor 70 38 70 178
Inhibidor cada 24 h durante 5 dias 4 0 3 7
InhibidoraT =0 56 27 52 135

" hAB de longitud entera
2 hAB40 truncada N-terminal, n°. 1

® hAB40 truncada N-terminal, n°. 2
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Ejemplo 2

Purificacién de anticuerpo anti-AB por disociacién de anticuerpo y péptido AB

Se expresa un anticuerpo anti-AB en células HEK crecidas en cultivo de células. El anticuerpo se purifica aplicando
un medio de cultivo a una columna de proteina A-agarosa y se eluye con tamp6n de glicina 100 mM, pH 3,1. El
conjunto de fracciones eluido de proteina A se ajusta a un pH de aprox. 7,4 afiadiendo un volumen pequefio de
tampd Tris 1M, pH 8,0. Este agrupamiento de fracciones eluidas se ajusta luego a un pH de aprox. 2 diluyendo 1:1
en glicina 1M, pH 2. Después de aproximadamente 10 de incubacién a temperatura ambiente, el agrupamiento de
extractos acidificado se somete a cromatografia de exclusion por tamafio en una columna 26/60 Superdex 200
(Amersham) usando una fase mavil de glicina 50 mM, NaCl 150 mM, pH 2, a un caudal de 30 cm/h.El anticuerpo
eluido de la columna de exclusion por tamafio se neutraliza afiadiendo tampdén Tris y se dializa frente a PBS a pH
7.4.

Los analisis de gel de poliacrilamida desnaturalizantes con gradiente de acido/urea (véase Ejemplo 1 para mas
descripcion de esta técnica) proporcionan estimaciones de la masa del péptido AB en unidades de pg por ug de IgG
para muestras generadas de acuerdo con este procedimiento de purificacién por disociacién con éacido. Se
obtuvieron los siguientes resultados siguiendo la purificacién de anticuerpos anti-Af usando este procedimiento de
purificacion por disociacién con acido.

Tabla 2. Analisis de gel de urea con acido de anticuerpo purificado de células HEK 293 sélo por cromatografia de
exclusién por tamafios (sin acidificacion) o por acidificacion y cromatografia de exclusién por tamafios.

Muestra FL' (pg/ug 1gG | T1% (pg/ug 19G) | T2%(pg/ug 1gG) | Total de hAB40
(Pg/ug 19G)
HEK 293, sin &acido, exclusion por 39 0 0 39

tamafos

HEK 293, con acido y exclusion por

tamafos 11 0 0 11

" hAB40 de longitud entera
2 hAB40 truncada N-terminal, n. 1

® hAB40 truncada N-terminal, n°. 2

Ejemplo 3

Expresién de anticuerpo anti-AB en células NSO

Se expresa un anticuerpo Anti-Af3 de células NSO crecidas en cultivo de células. El anticuerpo se purifica aplicando
el medio de cultivo a una columna de proteina A-agarosa y se eluye con tampén de glicina 100 mM, pH 3,1. Se
ajusta el agrupamiento de fracciones eluidas de proteina A a aproximadamente pH 7,4 afiadiendo tampén Tris 1M,
pH 8,0. Esta agrupamiento de fracciones eluidas se diluye luego 1:1 con PBS y se somete a cromatografia de
exclusién por tamafios en una columna 26/60 Superdex 200 (Amersham) usando una fase mévil de PBS, NaCl 150
mM, pH 7,4, a un caudal de 30 cm/h. El anticuerpo eluido del péptido de exclusién por tamafio se dializa frente a
PBS a pH 7,4. Usando analisis de poliacrilamida con gradiente de acido/urea desnaturalizante no se detectd péptido
AB alguno en anticuerpos anti-Ap producidos por este procedimiento.

Se us6 analisis ELISA para cuantificar la concentracion de péptido AB. Se revisten pocillos de placas ELISA de 96
pocillos (Nunc MaxiSorpMC F96 o C90 con anticuerpos anti-Af (por ejemplo, 2 0 mas) - que reconoceran la regién de
unién de epitopos fuera del péptido AR central (por ejemplo 17-25) - a una concentracion de, por ejemplo, 7,5 pg/ml,
de cada anticuerpo en un tampoén de revestimiento durante la noche a temperaturas refrigeradas. Después de
aspirar la solucién de revestimiento de las placas, se bloquean los pocillos con 300 pl/pocillo de HBST/Blotto (leche
seca no grasa al 0,25% p/v en solucion salina tamponada con HEPES (10 mM y 150 mM respectivamente)) con
EDTA (3 mM) y Tween al 20% 0,5% p/v) durante 1 a 2 horas a temperatura ambiente y luego se lavan 1 X con
tampon de lavado (1 X PBS con 0,1% v/v de Tween 200) y se aspiran. Las muestras que contienen el anticuerpo se
diluyen apropiadamente en HBST /Blotto y se aplican a placas ELISA (100 ul/pocillo). A diluciones equivalentes se
incorpora péptido AB 1-40 sintético de roedor de 0,4 ng/ml para asegurar una cuantificacion precisa en la matriz de
muestra diluida. Como patrén se usa el péptido AB 1-40 de roedor sintético junto con anticuerpo anti-Ap purificado
(con < 1 ppm en total de péptido AR de roedor). También se ensayan muestras de control que contienen anticuerpo
(para control de péptido AR total) y péptido AB de roedor sintético 1-42 incorporado en el anticuerpo (para control
9
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del péptido AP 1-42). La placa de ELISA se incuba durante 1-2 horas a temperatura ambiente. Se lavan los pocillos
4 x con tampén de lavado y se aspiran. Luego se aplican a cada pocillo 100 pl de conjugado de fosfatasa alcalina —
anticuerpo humano IgG de burro diluido (1:10.000) (Jackson Immunoresearch, n°. 709-056-149) en HBST/Blotto.
Después de incubar durante 1-2 horas a temperatura ambiente, lavar 4 X con tampdén de lavado y aspirar los
pocillos, se afiadieron a cada pocillo 100 pg/ml de solucion sustrato de pNPP (Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc,
n°, 50-80-00) en solucién 1 X de tampdén DEA. La placa ELISA se incuba a temperatura ambiente con sacudida
periédica. Se lee la absorbancia a 405 nm usando un lector de microplacas cuando el color se revela
suficientemente (usualmente 2,0 a 2,5 unidades de absorbancia) para los patrones. El limite de deteccién es 0,02
ng/ml. El limite de cuantificacién es 0,1 ng/ml. Las determinaciones de concentraciéon de los patrones se efectlian
por Andlisis AAA. Para las muestras, la concentracion de IgG (mg/ml) se determina midiendo la absorbancia a 280
nm y dividiendo ese valor por un coeficiente de extincion de 1,4. Usando el andlisis ELISA en anticuerpos
expresados en células NSO como se ha descrito antes, no se detectd péptido AB.

Ejemplo 4

Reduccién por intercambio catiénico de péptido AB en una preparacién de anticuerpo anti-AB humanizado

Se expresa en células CHO una preparacion de anticuerpo anti-Af humanizado. El anticuerpo se purifica aplicando
el medio de cultivo a una columna de proteina A-agarosa y se eluye con tampén de glicina 100 mM, pH 3,1. El
agrupamiento de fracciones eluidas de proteina A se ajusta a aproximadamente pH 7,4 afiadiendo tampén Tris 1 M,
pH 8,0. La preparacion de anticuerpo contiene 15-20 ppm de péptido AR de hamster, segin se determin6é por
ELISA.

El anticuerpo se purifica mas por cromatografia de intercambio catiénico como sigue. El material anticuerpo de
partida se diafiltra frente a acetato sédico 50 mM a pH 5,2 (5 volumenes, usando un ultrafiltro de flujo tangencial
PES con corte a 30 k) para rebajar la conductividad de la preparacion para cargarla en la columna de intercambio
cationico. La solucion de proteina diafiltrada es aplica luego a una columna SP Sepharose de alto rendimiento (GE
Healthcare) (0,66 x 15 cm cargada a 15 mg de proteina por ml de volumen de columna) equilibrada en acetato
sédico 50 mM a pH 5,2. Todas las operaciones se realizan a temperatura ambiente y un caudal lineal de 115 cm/h.
Después de cargarla, la columna se lava con 5 volimenes de columna de acetato s6dico 50 mM a pH 5,2 y el
anticuerpo se eluye escalonadamente (5 volumenes de columna de acetato soédico 50 mM, NaCl 135 mM, pH 5,2) o
con un gradiente de volumen de columna lineal 15 de 0 a 150 mM de NacCl en acetato sédico 50 mM, pH 5,2. Se
combinan fracciones del pico principal (para conseguir un rendimiento de aproximadamente 90%). Loa anticuerpos
anti-ApB purificados de esta manera dieron por resultado agrupamientos de fracciones con un contenido de péptido
AB mas bajo que el material de partida (10 ppm para el material eluido escalonadamente y 9 ppm para el material
eluido con gradiente).

Ejemplo 5

Reduccién de la inmunopurificacién de AB en anticuerpos anti-ApB

Se expresa un anticuerpo anti-ApB que se une en el dominio central de AB humano entre los aminoacidos 13-28 a
partir de células HEK293 crecidas en cultivo de células. Se separa péptido AR humano contaminante de este
anticuerpo por inmunopurificacion usando un anticuerpo monoclonal dirigido contra el extremo carboxilo de Abeta
40, 2G3, acoplado a perlas de agarosa. La preparacion de anticuerpo se hace girar durante la noche con las perlas
2G3 acopladas a una relacion 10:1 en volumen. Tras la incubacion durante la noche, se sedimentan las perlas de
agarosa para eliminar los complejos 2G3-AB. Luego se usa ELISA para determinar la cantidad de péptido AR
presente en el anticuerpo anti-Ap antes y después de la inmunopurificacion.

Las preparaciones de anticuerpos anti-Ap inmunopurificados de esta manera y analizados por ELISA se encontré
que tenian 10-25 pg de AP/ug de IgG antes de la purificaciéon y que no tenian AP detectable después de la
purificacion La reduccion de la contaminacién de AR fue confirmada por andlisis gel de acido/western como se ha
descrito en el Ejemplol.

Listado de Secuencias
<110> Eli Lilly And Company
<120> Anticuerpo ti-Abeta
<130> x 16324

<150> 60/546.764

<151> 23-02-2004

<160> 2
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<211> 43

<212> PRT
<213> homo sapiens

<400> 1

Asp Ala Glu
1
Leu val Phe

Gly Leu Met
35

<210=>2

<211> 43

<212> PRT
<213> Hamster . -

<400> 2

Asp Ala Glu
1
Leu val phe

Gly Leu Met
35
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phe Arg His Asp Ser
S
Fhe Ala Glu Asp val

val Gly Gly val val
40

phe Gly His Asp Ser

5 .
Phe Ala Glu Asp val
20

val Gly Gly val val
40

Gly

25

Ile

Gly

Gly
25

11

Tyr Glu val His His GIln Lys
10 15

Ser Asn Lys Gly gga Ile Ile

Ala thr

Phe 6lu val Arg His GIn Lys
10 15

ser Asn Lys Gly Ala Ile Ile
30

Ala Thr
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para preparar un anticuerpo anti-Ap, que comprende las etapas de:
(a) expresar el anticuerpo en células que expresan endégenamente péptido ARB;
(b) afiadir un inhibidor de beta o de gamma secretasa al medio usado para el crecimiento de las células y

(c) purificar el anticuerpo del medio de crecimiento, teniendo el anticuerpo purificado una concentracién indetectable
o niveles aceptablemente bajos de péptido AR producido endégenamente.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que se afiade al medio un inhibidor de gamma secretasa.
3. El procedimiento de la reivindicacién 1 o 2, en el que las células son células de mamifero.
4. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en el que las células son células de hamster, humanas o de raton.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en el que las células se seleccionan entre el grupo constituido por
células CHO, HEK 293 y PER C6.
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