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DOMENIUL INVENTIEI

Prezenta inventia se refera la utilizarea inhibitorilor ANGPTL3 pentru a reduce progesia

aterosclerozei.
STADIUL TEHNICII

Ateroscleroza este un sindrom care afecteaza vasele arteriale. Ateroscleroza rezulta
dintr-un raspuns inflamator cronic in peretii arteriali si este o cauza majora de deces si
morbiditate cardiovasculara. Ateroscleroza implica ingrosarea peretilor arterelor si se
caracterizeaza prin dezvoltarea placii arteriale si eventuala restrictie sau blocare a fluxului
sanguin. Tratamentele actuale pentru ateroscleroza includ modificari ale dietei si ale
stilului de viata {de ex. renuntarea la fumat), interventie farmaceutica (de exemplu,
statine, anticoagulante, etc.) si interventii chirurgicale (de exemplu, angioplastie, stenturi,
by-pass, etc.). Evaluarea directd a eficacitatii interventiilor farmaceutice asupra
dezvoltéarii aterosclerozei la subiectii umani este problematica din cauza dificultatii in
detectarea si masurarea cu acuratete a placii si a leziunilor arteriale la subiectii vii.
Modelele animale de ateroscleroza sunt, prin urmare, foarte utile pentru dezvoltarea si
testarea de noi tratamente terapeutice pentru ateroscleroza.

Sunt necesare noi metode pentru tratamentul, prevenirea sau ameliorarea aterosclerozei
in domeniu.

WO 2012/174178 dezvaluie un anticorp complet uman al unui fragment de legare la
antigen al unui anticorp uman care se leaga in mod specific si inhiba sau interfereaza cu
cel putin o activitate a proteinei 3 asemanatoare angiopoietinei umane (hRANGPTL3). WO
2011/085271 dezvaluie metode de compusi si compozitii pentru reducerea expresiei unui

ARNm ANGPTL3 si a unei proteine la un animal.
SCURT REZUMAT AL INVENTIEI

Orice referinte din descriere la metode de tratament se referd la compusi, compozitii
farmaceutice si medicamente conform prezentei inventii pentru utilizare intr-o metoda de
tratare a corpului uman (sau animal) prin terapie. Prezenta inventie furnizeaza un inhibitor
al proteinei 3 asemanatoare angiopoietinei (ANGPTL3) pentru utilizare intr-o metoda de
reducere a progresia aterosclerozei la un subiect, metoda cuprinzand selectarea unui

subiect care are ateroscleroza si administrarea uneia sau mai multor doze de inhibitor
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ANGPTL3 la subiect, in care inhibitorul ANGPTL3 este un anticorp sau fragment al
acestuia de legare la antigen care leaga in mod specific ANGPTL3 care cuprinde amino
CDR cu lant greu si usor secvente de acid avand SEQ ID NO: 4, 5, 6, 7, 8 si 9. Metodele
terapeutice pot duce la o reducere a aterosclerozei formarea placii si a leziunilor
aterosclerotice la subiectii care au nevoie de acestea. Metodele sunt utile si pentru
reducerea colesterol total seric, colesterol LDL si trigliceride la un subiect si pentru
tratarea bolilor si tulburarilor care sunt tratabil printr-o reducere a unuia sau mai multor
colesterol total, colesterol LDL si/sau trigliceride.

Conform anumitor realizari ale prezentei inventii, subiectul, ihainte sau in momentul
initierii tratamentului cu una sau mai multe doze de inhibitor ANGPTL3, este diagnosticat
cu hipercolesterolemie familiala heterozigota (HeFH) sau hipercolesterolemie familiala
homozigota (HoFH), si/sau lipoproteina (a) crescuta (Lp[a]). Prezenta inventie include, de
asemenea, metode pentru tratarea, prevenirea sau atenuarea aterosclerozei la un
subiect care are hipercolesterolemie care nu este de natura familiala (adica,
hipercolesterolemie non-familiala). Subiectii care pot fi tratati prin metodele prezentei
inventii, in anumite variante de realizare, includ acei subiecti care au sau sunt
diagnosticati cu boala cardiovasculara (de exemplu, boala cardiovasculara
aterosclerotica). In anumite variante de realizare, subiectul care poate fi tratat prin
metodele prezentei inventii este un subiect care a suferit un accident vascular cerebral
sau un infarct miocardic.

Conform anumitor variante de realizare ale prezentei inventii, inhibitorul ANGPTL3 este
administrat pacientului ca terapie suplimentara la terapia de modificare a lipidelor
existenta a pacientului (de exemplu, pe partea superioara a terapiei de baza cu statine a
pacientului).

Alte exemple de realizare ale prezentei inventii vor deveni evidente dintr-o trecere in

revista a descrierii detaliate care urmeaza.
SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Figura 1 este o diagrama de flux de studiu care ilustreaza procedurile, administrarile si
masuratorile efectuate pe animale pe parcursul studiului descris in Exemplul 2 de aici.
Figurile 2A si 2B arata nivelurile de colesterol ale animalelor din diferitele grupuri de

tratament (patrate inchise tratate martor [m]; sau cercuri inchise tratate cu evinacumab [
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®)) la diferite momente de timp pe parcursul studiului descris in exemplul 2 aici. Figura
2A prezinta nivelurile medii de colesterol (mM) in timp (in saptamani). Figura 2B prezinta
expunerea totala la colesterol (mM x saptamani) in saptamana 13.

Figura 3 prezinta nivelurile de trigliceride (mM) ale animalelor din diferitele grupuri de
tratament (patrate inchise tratate martor [m]; sau cercuri inchise tratate cu evinacumab |
®)) la diferite momente de-a lungul studiului descris in exemplul 2 de aici.

Figurile 4A, 4B si 4C arata profilurile lipoproteinelor de colesterol (mM, dupa separarea
lipoproteinelor) ale animalelor din diferitele grupuri de tratament (patrate inchise tratate
martor [m]; sau cercuri inchise tratate cu evinacumab [®]) la momente diferite. puncte pe
parcursul studiului descris Tn Exemplul 2 de aici. Lipoproteinele au fost separate pe o
coloana Superose, iar valorile prezentate sunt valori absolute din masuratorile de
colesterol in plasma combinata per grup la diferitele momente indicate. Figura 4A
prezinta nivelurile de colesterol din diferite fractiuni de plasma extrase la momentul = 0 al
studiului. Figura 4B prezintd nivelurile de colesterol din diferite fractiuni de plasma
extrase la momentul = 6 saptamani de studiu. Figura 4C prezinta nivelurile de colesterol
din diferite fractiuni de plasma extrase la momentul = 13 saptamani de studiu.

Figurile 5A, 5B si 5C arata profilurile lipoproteinelor trigliceridelor (mM, dupéa separarea
lipoproteinelor) ale animalelor din diferitele grupuri de tratament (patrate inchise tratate
martor [m]; sau cercuri inchise tratate cu evinacumab [®]) la momente diferite. puncte pe
parcursul studiului descris in Exemplul 2 de aici. Lipoproteinele au fost separate pe o
coloana Superose, iar valorile prezentate sunt valori absolute din masuratorile
trigliceridelor in plasma combinata per grup la diferitele momente indicate. Figura 5A
prezinta nivelurile de trigliceride din diferite fractiuni de plasma extrase la momentul = 0
al studiului. Figura 5B prezinta nivelurile de trigliceride din diferite fractiuni de plasma
extrase la momentul = 6 saptamani de studiu. Figura 5C prezinta nivelurile de trigliceride
din diferite fractiuni de plasma extrase la momentul = 13 saptamani de studiu.

Figurile 6A si 6B arata zona leziunii aterosclerotice a animalelor din diferitele grupuri de
tratament (tratate martor, bara deschisa sau cercuri; sau tratate cu evinacumab, bara
inchisa sau cercuri) in saptamana 13 a studiului descris in Exemplul 2 de aici. Figura 6A
prezinta aria medie a leziunii aterosclerotice pe sectiune transversala (x1000 ym?) pentru

diferitele grupuri de tratament. Figura 6B este un grafic de dispersie a ariei totale a
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leziunii, care aratad aria leziunii aterosclerotice pe sectiune transversalda (x1000 pm?)
pentru animale individuale din diferitele grupuri de tratament.

Figurile 7A si 7B arata continutul mediu necrotic al sectiunilor transversale din leziuni
aterosclerotice, clasificate ca tip IV sau tip V, observate la animale din diferitele grupuri
de tratament (tratat martor, bar deschis; sau tratat cu evinacumab, bar inchis) in
saptamana 13 a studiului descris in Exemplul 2 de aici. Figura 7A arata valoarea absoluta
(um? x 1000) a ariei necrotice pe sectiune transversald. Figura 7B prezinta valorile

relative (procentul suprafetei leziunii) ale continutului necrotic al leziunilor.
DESCRIERE DETALIATA

Inainte ca prezenta inventie s fie descrisa, trebuie sa se inteleaga c& aceasta inventie
nu este limitata la anumite metode si conditii experimentale descrise, deoarece astfel de
metode si conditii pot varia. De asemenea, trebuie inteles ca terminologia utilizata aici
are doar scopul de a descrie exemple de realizare particulare si nu se intentioneaza sa
fie limitativa, deoarece scopul prezentei inventii va fi limitat doar de revendicarile anexate.
Daca nu este definit altfel, toti termenii tehnici si stiintifici utilizati aici au aceeasi
semnificatie pe care o inteleg in mod obisnuit de catre o persoana cu calificare obisnuita
in domeniul caruia ii apartine aceasta inventie. Asa cum este utilizat aici, termenul
"aproximativ", atunci cand este utilizat cu referire la 0 anumita valoare numerica citata,
inseamna ca valoarea poate varia de la valoarea indicata cu nu mai mult de 1 %. De
exemplu, asa cum este utilizata aici, expresia ,aproximativ 100” include 99 si 101 si toate
valorile dintre acestea (de exemplu, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4 etc.).

Desi orice metode si materiale similare sau echivalente cu cele descrise aici pot fi
utilizate in practica prezentei inventii, metodele si materialele preferate sunt acum

descrise.

Metode de prevenire sau atenuare a aterosclerozei

Prezenta inventie se refera, in general, la utilizarea unui inhibitor al proteinei-3
asemanator angiopoietinei (ANGPTL3) asa cum este definit in revendicarile pentru
reducerea progresiei aterosclerozei la un subiect. Un inhibitor al proteinei-3 asemanator

angiopoietinei (ANGPTL3) asa cum este definit in revendicari este utilizat in una sau mai
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multe doze. Conform anumitor variante de realizare, utilizarea unui inhibitor al proteinei-
3 asemanatoare angiopoietiinei (ANGPTL3) asa cum este definit in revendicari are ca
rezultat o reducere a formarii placii aterosclerotice la un subiect. De exemplu, utilizarea
unui inhibitor al proteinei-3 asemanatoare angiopoietinei (ANGPTL3) asa cum este definit
in revendicari poate avea ca rezultat una sau mai multe dintre o reducere a zonei leziunii
aterosclerotice si/sau o reducere a zonei necrotice a leziunilor aterosclerotice la un

subiect.
Selectarea pacientului

Conform prezentei inventii, subiectii care pot fi tratati prin metodele sunt subiecti care au
sau sunt diagnosticati cu ateroscleroza. in consecintd, metodele includ selectarea unui
subiect care are ateroscleroza, si administrarea uneia sau mai multor doze de inhibitor al
proteinei-3 asemanator angiopoietiinei (ANGPTL3) la subiect.

Conform anumitor realizari ale prezentei inventii, subiectul care poate fi tratat prin
metodele este un subiect care, inainte de sau la momentul initierii tratamentului cu una
sau mai multe doze de inhibitor ANGPTL3, este diagnosticat cu hipercolesterolemie
familiala heterozigota (HeFH), hipercolesterolemie familialda homozigota (HoFH),
lipoproteina(a) crescuta (Lp[a]), hipercolesterolemie autosomal dominanta (ADH, de
exemplu, ADH asociata cu una sau mai multe mutatii de crestere a functiei in gena LDLR)
, gena ApoB si/sau gena PCSK9), hipercolesterolemia autozomal recesiv (ARH, de
exemplu, ARH asociata cu mutatii in LDLRAP1), precum si incidenta hipercolesterolemiei
care sunt distincte de Hipercolesterolemia familiala (nonFH). Diagnosticul
hipercolesterolemiei familiale (de exemplu, heFH sau hoFH) poate fi facut prin
genotipizare si/sau criterii clinice. Pentru pacientii care nu sunt genotipati, diagnosticul
clinic se poate baza fie pe criteriile Simon Broome cu un criteriu pentru HF definita, fie pe
criterile OMS/Dutch Lipid Network cu un scor > 8 puncte.

Conform anumitor variante de realizare ale prezentei inventii, subiectul care poate fi tratat
prin metodele inventiei este un subiect care este diagnosticat cu boala cardiovasculara
(CVD) inainte sau in momentul inifierii tratamentului cu una sau mai multe doze de
inhibitor ANGPTL3. Subiectul poate fi, de asemenea, selectat pe baza unui istoric de
boala coronariana (CHD). Asa cum este utilizat aici, un ,istoric de CHD” (sau ,istoric

documentat de CHD”) include unul sau mai multe dintre: (i) infarct miocardic acut (Ml); (ii)
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tacut MI; (iii) angina instabilad; (iv) procedura de revascularizare coronariana (de exemplu,
interventie coronariana percutanata [PCI] sau chirurgie de grefa de bypass coronarian
[CABG]); si/sau (v) CHD semnificativa clinic diagnosticata prin teste invazive sau
neinvazive (cum ar fi angiografia coronariana, testul de stres folosind banda de alergare,
ecocardiografia de stres sau imagistica nucleara).

Conform anumitor variante de realizare ale prezentei inventii, subiectul care poate fi
tratat prin metodele inventiei poate fi selectat pe baza faptului ca are boala cardiaca
non-coronariana boala cardiovasculara ("non-CHD CVD"). Asa cum este utilizat aici,
,CVD non-CHD” include unul sau mai multe dintre: (i) accident vascular cerebral
ischemic anterior documentat cu un deficit neurologic ischemic focal care a persistat
mai mult de 24 de ore, considerat ca fiind de origine aterotrombotica; (ii) boala arteriala
periferica; (iii) anevrism de aorta abdominala; (iv) stenoza arterei renale aterosclerotice;
si/sau (v) boala arterei carotide (atacuri ischemice tranzitorii sau >50% obstructia unei
artere carotide).

Conform anumitor realizari ale prezentei inventii, subiectul care poate fi tratat prin
metodele inventiei poate fi selectat pe baza unuia sau mai multor factori de risc
suplimentari, cum ar fi, de exemplu, (i) boala renala cronica moderata (CKD)
documentata. asa cum este definit de 30seGFR <60 mL/min/1,73 m2 timp de 3 luni sau
mai mult; (ii) diabet zaharat de tip 1 sau tip 2 cu sau fara afectare a organului tinta {de
exemplu, retinopatie, nefropatie, microalbuminurie); si/sau (iii) un SCORE de risc de BCV
fatal pe 10 ani calculat 25% (Orientarile ESC/EAS pentru managementul dislipidemiilor,
Conroy si colab., 2003, Eur. Heart J. 24:987-1003).

Conform anumitor variante de realizare ale prezentei inventii, subiectul care poate fi tratat
prin metodele inventiei poate fi selectat pe baza unuia sau mai multor factori de risc
suplimentari selectati din grupul constand din varsta {de exemplu, mai in varsta de 40, 45
de ani, 50, 55, 60, 65, 70, 75 sau 80 de ani), rasa, origine nationala, sex (barbat sau
femeie), obiceiuri de exercitii fizice {de exemplu, persoana fizica obisnuita, fara exercitii
fizice), alte afectiuni medicale preexistente {de exemplu, tip -l diabet, hipertensiune
arteriala etc.) si starea medicatiei curente {de exemplu, luati in prezent beta-blocante,
niacina, ezetimib, fibrati, acizi grasi omega-3, rasini de acizi biliari etc.).

Conform anumitor variante de realizare ale prezentei inventii, subiectul care poate fi tratat

prin metodele din inventie prezinta un nivel ridicat de unul sau mai multi markeri
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inflamatori. Orice marker al inflamatiei sistemice poate fi utilizat in scopurile prezentei
inventii. Markerii inflamatori adecvati includ, fara limitare, proteina C-reactiva, citokine (de
exemplu, 11-6, IL-8 si/sau IL-17) si molecule de adeziune celulara {de exemplu, ICAM-1,
ICAM-3, BL- CAM, LFA-2, VCAM-1, NCAM si PECAM).

Conform anumitor variante de realizare ale prezentei inventii, subiectul care poate fi tratat
prin metodele inventiei poate fi selectat pe baza unei combinatii a unuia sau mai multor
criterii de selectie sau caracteristici terapeutice de mai sus. De exemplu, in conformitate
cu anumite exemple de realizare, un subiect adecvat pentru tratamentul cu metodele
prezentei inventii poate fi selectat suplimentar pe baza faptului ca are heFH sau non-FH
in combinatie cu: (i) antecedente de CHD documentate, (i) CVD non-CHD si/sau (iii)
diabet zaharat cu afectare a organului tinta; astfel de pacienti pot fi selectati si pe baza
unei concentratii serice de LDL-C mai mare sau egala cu 70 mg/dL.

Conform anumitor realizari ale prezentei inventii, subiectul care poate fi tratat prin
metodele inventiei are hipercolesterolemie care nu este controlatd in mod adecvat printr-
un regim zilnic de statine terapeutice cu doze moderate si poate fi selectat in plus pe
baza faptului ca are heFH sau nu. -FH fara CHD, sau non-CHD CVD, dar avand fie (i) un
SCORE de risc de CVD fatal calculat la 10 ani=25%; sau (ii) diabet zaharat fara afectarea
organului tintd; astfel de subiecti pot fi selectati si pe baza faptului ca au un LDL-C seric
concentratie mai mare sau egala cu 100 mg/dL.

Conform anumitor realizari ale prezentei inventii, subiectul care poate fi tratat prin
metodele inventiei este un subiect care are sindrom de chilomicronemie familiala (FCS;
cunoscut si sub denumirea de deficit de lipoprotein lipaza).

Conform anumitor variante de realizare ale prezentei inventii, subiectul care poate fi tratat
prin metodele inventiei este un subiect care sufera sau a suferit recent afereza
lipoproteinica {de exemplu, in ultimele sase luni, in ultimele 12 s&ptamani, in ultimele 8

saptamani, in ultimele 6 saptamani, in ultimele 4 saptamani, in ultimele 2 saptamani etc.).
Administrarea unui inhibitor ANGPTL3 ca terapie suplimentara

Prezenta inventie include metode de prevenire sau atenuare a aterosclerozei la un
subiect, in care subiectului i se administreaza un inhibitor ANGPTL3 in conformitate cu o
anumita cantitate si o frecventa de dozare si in care inhibitorul ANGPTLS3 este administrat

ca supliment la terapia de modificare a lipidelor preexistenta a pacientului. (LMT), cum ar
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fi un supliment la regimul terapeutic zilnic preexistent al pacientului cu statine. (Regime
de statine terapeutice zilnice specifice, exemplificative la care se poate adauga un
inhibitor ANGPTL3 sunt descrise in alta parte aici).

De exemplu, metodele prezentei inventii includ regimuri terapeutice suplimentare in care
inhibitorul ANGPTL3 este administrat ca terapie suplimentard la aceeasi schema
terapeutica zilnica stabila cu statine (adica aceeasi cantitate de dozare de statind) pe
care pacientul a urmat-o inainte de primind inhibitorul ANGPTL3. in alte variante de
realizare, inhibitorul ANGPTL3 este administrat ca terapie suplimentara la un regim
terapeutic de statine care cuprinde o statina intr-o cantitate care este mai mare sau mai
mica decat doza de colorare la care a fost pacientul inainte de a primi inhibitorul
ANGPTL3. De exemplu, dupa inceperea unui regim terapeutic care cuprinde un inhibitor
ANGPTL3 administrat la o anumita frecventa si cantitate de dozare, doza zilnica de
statind administratd sau prescrisa pacientului poate (a) sd ramana aceeasi, (b) sa
creasca sau (c) sa scada {de exemplu, titrare crescatoare sau titrate scazuta) in
comparatie cu doza zilnica de statina pe care o lua pacientul inainte de a incepe regimul

terapeutic cu inhibitor ANGPTL3, in functie de nevoile terapeutice ale pacientului.
Eficacitatea terapeutica

Metodele au ca rezultat o reducere a formarii placii aterosclerotice in arterele unui subiect
si/sau prevenirea progresiei aterosclerozei la un subiect. De exemplu, metodele sunt utile
pentru limitarea sau reducerea ariei leziunii aterosclerotice si/sau zonei centrale necrotice
in leziunile aterosclerotice la un subiect.

Metodele pot duce in plus la reducerea nivelurilor serice ale uneia sau mai multor
componente lipidice selectate din grupul constand din LDL-C, ApoB100, non-HDL-C,
colesterol total, VLDL-C, trigliceride, Lp(a) si colesterolul ramas. De exemplu, in
conformitate cu anumite exemple de realizare ale prezentei inventii, administrarea unei
compozitii farmaceutice care cuprinde un inhibitor ANGPTL3 la un subiect adecvat va
avea ca rezultat o reducere medie procentuala fata de valoarea initiala a colesterolului
seric cu lipoproteine cu densitate joasa (LDL-C) de cel putin aproximativ 25. %, 30%,
40%, 50%, 60% sau mai mult; o reducere medie procentuala fata de valoarea initiala in
ApoB100 de cel putin aproximativ 25%, 30%, 40%, 50%, 60% sau mai mare; o reducere

medie procentuala fata de valoarea initiala a non-HDL-C de cel putin aproximativ 25%,
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30%, 40%, 50%, 60% sau mai mare; o reducere medie procentuala fatd de valoarea
initiala a colesterolului total de cel putin aproximativ 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%
sau mai mare; o reducere medie procentuala fata de valoarea initiala a VLDL-C de cel
putin aproximativ 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30% sau mai mare; o reducere medie
procentuala fatd de valoarea initiald a trigliceridelor de cel putin aproximativ 5%, 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35% sau mai mare; si/sau o reducere procentuala medie fata de

valoarea initiala a Lp(a) de cel putin aproximativ 5%, 10%, 15%, 20%, 25% sau mai mare.
Inhibitori ANGPTL3

Metodele prezentei inventii cuprind administrarea unui pacient a unei compozitji
terapeutice care cuprinde un inhibitor ANGPTL3. In contextul prezentei inventii, inhibitorii
ANPTLS3 sunt anticorpi anti-ANGPTL3 sau fragmente de anticorpi care leaga antigenul
care leaga in mod specific ANGPTL3 uman care cuprind secvente de aminoacizi CDR cu
lant greu si usor avand SEQ ID NR:4, 5,6, 7, 8, si 9.

Termenul ,proteina-3 asemanatoare angiopoietinei umane” sau ,ANGPTL3 uman” sau
,NANGPTL3", asa cum este utilizat aici, se refera la ANGPTL3 avand secventa de
aminoacizi a SEQ ID NR:1 (vezi, de asemenea, NCBI Accession NP 055310), sau un
fragment biologic activ al acestuia.

Termenul "anticorp”, asa cum este utilizat aici, se refera la molecule de imunoglobulina
cuprinzand patru lanturi polipeptidice, doua lanturi grele (H) si doua lanturi usoare (L)
interconectate prin legaturi disulfura, precum si multimeri ai acestora {de exemplu, IgM) .
Fiecare lant greu cuprinde o regiune variabila a lantului greu (abreviata aici ca HCVR sau
VH) si 0 regiune constanta a lantului greu. Regiunea constanta a lantului greu cuprinde
trei domenii, Cul, CH2 si Cu3. Fiecare lant usor cuprinde o regiune variabila a lantului
usor (abreviata aici ca LCVR sau VL) si o regiune constanta a lantului usor. Regiunea
constanta a lantului usor cuprinde un domeniu (CL1). Regiunile Vu si VL pot fi subdivizate
in continuare in regiuni de hipervariabilitate, numite regiuni de determinare a
complementaritatii (CDR), intercalate cu regiuni care sunt mai conservate, numite regiuni
cadru (FR). Fiecare Vu si VL este compus din trei CDR-uri si patru FR-uri, aranjate de la
amino-terminal la carboxi-terminal in urmatoarea ordine: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FRA4. in diferite realizari ale inventiei, FR-urile anticorpului anti-ANGPTL3 (sau

portiunea de legare a antigenului a acestuia) pot fi identice cu secventele liniei germinale
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umane sau pot fi modificate in mod natural sau artificial. O secventd consens de
aminoacizi poate fi definita pe baza unei analize alaturate a doua sau mai multe CDR-uri.
Termenul "anticorp”, asa cum este utilizat aici, include, de asemenea, fragmente de
legare la antigen ale moleculelor de anticorp complet. Termenii ,portiune de legare la
antigen” a unui anticorp, ,fragment de legare la antigen” a unui anticorp si altele
asemenea, asa cum sunt utilizate aici, includ orice polipeptida sau glicoproteina care se
leaga in mod specific la o polipeptida naturala, obtinutd enzimatic, sintetica sau
modificata genetic antigenul pentru a forma un complex. Fragmentele de legare la antigen
ale unui anticorp pot fi derivate, de exemplu, din molecule de anticorp complet folosind
orice tehnici standard adecvate, cum ar fi digestia proteolitica sau tehnici de inginerie
genetica recombinata care implicd manipularea si exprimarea ADN-ului care codifica
domenii variabile si optional constante ale anticorpului. Un astfel de ADN este cunoscut
si/sau este usor disponibil din, de exemplu, surse comerciale, biblioteci de ADN (inclusiv,
de exemplu, biblioteci de anticorpi fagi) sau poate fi sintetizat. ADN-ul poate fi secventiat
si manipulat chimic sau prin utilizarea tehnicilor de biologie moleculara, de exemplu,
pentru a aranja unul sau mai multe domenii variabile si/sau constante intr-o configuratie
adecvata sau pentru a introduce codoni, a crea resturi de cisteina, a modifica, adauga
sau sterge aminoacizi, etc.

Exemple nelimitative de fragmente de legare la antigen includ: (i) fragmente Fab; (ii)
fragmente F(ab')2; (iii) fragmente Fd; (iv) fragmente Fv; (v) molecule Fv (scFv) cu catena
unica; (vi) fragmente dAb; si (vii) unitati minime de recunoastere constand din resturile de
aminoacizi care imita regiunea hipervariabila a unui anticorp {de exemplu, o regiune
izolatd de determinare a complementaritatii (CDR) cum ar fi o peptida CDR3) sau o
peptida FR3-CDR3-FR4 constransa. Alte molecule modificate, cum ar fi anticorpi specifici
unui domeniu, anticorpi cu un singur domeniu, anticorpi cu deletie de domeniu, anticorpi
himeri, anticorpi grefati cu CDR, diacorpi, triacorpi, tetrabopi, minicorpi, nanocorpi (de ex.
nanocorpi monovalenti, nanocorpi bivalenti, etc.), imunofarmaceutice modulare mici
(SMIP) si domenii variabile IgNAR de rechin, sunt de asemenea cuprinse in expresia
"fragment de legare la antigen", asa cum este utilizat aici.

Un fragment de legare la antigen al unui anticorp va cuprinde de obicei cel putin un
domeniu variabil. Domeniul variabil poate fi de orice dimensiune sau compozitie de

aminoacizi si va cuprinde in general cel putin un CDR care este adiacent sau in cadru cu
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una sau mai multe secvente cadru. in fragmentele de legare la antigen avand un domeniu
Vh asociat cu un domeniu Vi, domeniile Vu si Vi pot fi situate unul fata de celalalt in orice
aranjament adecvat. De exemplu, regiunea variabila poate fi dimerica si contine dimeri
VH-VH, Vi-VL sau Vi-VL. Alternativ, fragmentul de legare la antigen al unui anticorp poate
contine un domeniu Vx sau VL monomeric.

in anumite variante de realizare, un fragment de legare la antigen al unui anticorp poate
contine cel putin un domeniu variabil legat covalent la cel putin un domeniu constant.
Configuratiile exemplificative, nelimitative ale domeniilor variabile si constante care pot fi
gasite intr-un fragment de legare la antigen al unui anticorp din prezenta inventie includ:
() Vu-Cn1; (ii) VH-Cr2; (iii) VH-CH3; (iv) VH-CH1-CH2; (V) VH-CH1-CH2-CH3; (Vi) VH-CH2-
Ch3; (Vii) VH-Cv; (Vi) VL-CH1; (ix) VL-CH2; (X) VL-CH3; (Xi) VL-CH1-CH2; (Xii) VL-CH1-CH2-
Ch3; (xiii) VL-CH2-CH3; si (xiv) VL-CL. In orice configuratie de domenii variabile Si
constante, inclusiv oricare dintre exemplele configuratiile enumerate mai sus, domeniile
variabile si constante pot fi fie legate direct intre ele, fie pot fi legate printr-o balama sau
o regiune de legatura completa sau partiala. O regiune balama poate consta din cel putin
2 (de exemplu, 5, 10, 15, 20, 40, 60 sau mai multi) aminoacizi care au ca rezultat o
legatura flexibila sau semiflexibila intre domenii variabile si/sau constante adiacente intr-
o singura polipeptida molecula. Mai mult, un fragment de legare la antigen al unui anticorp
al prezentei inventii poate cuprinde un homo-dimer sau hetero-dimer (sau alt multimer) al
oricareia dintre configuratile de domenii variabile si constante enumerate mai sus in
asociere necovalenta unul cu celdlalt si/ sau cu unul sau mai multe domenii Vn sau Vi
monomerice {de exemplu, prin legatura(e) disulfurica).

Ca si in cazul moleculelor de anticorp complet, fragmentele de legare la antigen pot fi
monospecifice sau multispecifice (de exemplu, bispecifice). Un fragment de legare la
antigen multispecific al unui anticorp va cuprinde in mod tipic cel putin doua domenii
variabile diferite, in care fiecare domeniu variabil este capabil sa se lege in mod specific
la un antigen separat sau la un epitop diferit de pe acelasi antigen. Orice format de
anticorp multispecific, inclusiv formatele de anticorp bispecific exemplificative dezvaluite
aici, poate fi adaptat pentru utilizare in contextul unui fragment de legare la antigen al
unui anticorp al prezentei inventii utilizdnd tehnici de rutina disponibile in domeniu.
Regiunea constanta a unui anticorp este importanta in capacitatea unui anticorp de a

fixa complementul si de a media citotoxicitatea dependenta de celule. Astfel, izotipul
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unui anticorp poate fi selectat pe baza faptului daca este de dorit ca anticorpul sa
medieze citotoxicitatea.

Termenul "anticorp uman", asa cum este utilizat aici, este destinat sa includa anticorpi
avand regiuni variabile si constante derivate din secventele de imunoglobuline ale liniei
germinale umane. Anticorpii umani conform inventiei pot include totusi resturi de
aminoacizi necodificate de secventele de imunoglobuline ale liniei germinale umane (de
exemplu, mutatii introduse prin mutageneza aleatorie sau specifica locului in vitro sau
prin mutatie somatica in vivo), de exemplu in CDR si in special CDR3 . Cu toate acestea,
termenul "anticorp uman", asa cum este utilizat aici, nu este destinat sa includa anticorpi
in care secventele CDR derivate din linia germinativa a unei alte specii de mamifere, cum
ar fi un soarece, au fost grefate pe secvente cadru umane.

Termenul "anticorp uman recombinant”, asa cum este utilizat aici, este destinat sa includa
toti anticorpii umani care sunt preparati, exprimati, creati sau izolati prin mijloace
recombinante, cum ar fi anticorpii exprimati folosind un vector de expresie recombinant
transfectat intr-o celula gazda (descris mai jos). ), anticorpi izolati dintr-o biblioteca de
anticorpi umani recombinanti, combinatori (descrisi mai jos), anticorpi izolati de la un
animal (de exemplu, un soarece) care este transgenic pentru genele imunoglobulinei
umane (vezi de exemplu, Taylor si colab. ( 1992) Nucl. Acizi Res. 20:6287-6295) sau
anticorpi preparati, exprimati, creati sau izolati prin orice alte mijloace care implica
despicarea secventelor genei de imunoglobuline umane la alte secvente ADN. Astfel de
anticorpi umani recombinanti au regiuni variabile si constante derivate din secventele de
imunoglobulind germinativd umana. in anumite exemple de realizare, totusi, astfel de
anticorpi umani recombinanti sunt supusi mutagenezei in vitro (sau, atunci cand se
utilizeaza un animal transgenic pentru secvente |g umane, mutagenezei somatice in vivo)
si astfel secventele de aminoacizi ale regiunilor Vu si Vi ale anticorpilor recombinanti sunt
secvente care, desi derivate din si legate de secventele Vu si VL ale liniei germinale
umane, pot sa nu existe in mod natural in repertoriul liniei germinale de anticorpi umani
in vivo.

Anticorpii umani pot exista in doua forme care sunt asociate cu eterogenitatea balamalei.
Intr-o formé&, o moleculd de imunoglobulind cuprinde o constructie stabila cu patru lanturi
de aproximativ 150-160 kDa in care dimerii sunt tinuti Tmpreuna printr-o legatura

disulfurica a lantului greu intercatenar. intr-o a doua formd, dimerii nu sunt legati prin
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legaturi disulfurice inter-lant si se formeaza o molecula de aproximativ 75-80 kDa
compusa dintr-un lant usor si greu cuplat covalent (jumatate de anticorp). Aceste forme
au fost extrem de greu de separat, chiar si dupa purificarea prin afinitate.

Frecventa de aparitie a celei de-a doua forme in diferite izotipuri IgG intacte se datoreaza,
dar nu se limiteaza la, diferentelor structurale asociate cu izotipul regiunii balama a
anticorpului. O singura substitutie de aminoacid in regiunea balama a balamalei 1gG4
umana poate reduce semnificativ aspectul celei de-a doua forme (Angal si colab. 1993)
Molecular Imunologie 30:105) la niveluri observate in mod tipic utilizadnd o balama 1gG1
umana. Prezenta inventie cuprinde anticorpi avand una sau mai multe mutatii in balama,
regiunea Cu2 sau Cn3 care pot fi de dorit, de exemplu, in productie, pentru a imbunatati
randamentul formei de anticorpi dorite.

Un "anticorp izolat", asa cum este utilizat aici, inseamna un anticorp care a fost identificat
Si separat si/sau recuperat din cel putin o componenta a mediului sdu natural. De
exemplu, un anticorp care a fost separat sau indepartat din cel putin o componenta a unui
organism, sau dintr-un tesut sau celula in care anticorpul exista in mod natural sau este
produs in mod natural, este un "anticorp izolat" pentru scopurile prezentei inventii. Un
anticorp izolat include, de asemenea, un anticorp in situ intr-o celula recombinata.
Anticorpii izolati sunt anticorpi care au fost supusi la cel putin o etapa de purificare sau
izolare. Conform anumitor variante de realizare, un anticorp izolat poate fi in mod
substantial lipsit de alte materiale celulare si/sau substante chimice.

Termenul "se leaga in mod specific" sau altele asemenea, inseamna ca un anticorp sau
un fragment de legare la antigen al acestuia formeaza un complex cu un antigen care
este relativ stabil in conditji fiziologice. Metodele pentru determinarea daca un anticorp
se leaga in mod specific la un antigen sunt bine cunoscute in domeniu si includ, de
exemplu, dializa la echilibru, rezonanta plasmonului de suprafata si altele asemenea. De
exemplu, un anticorp care "se leaga in mod specific" ANGPTL3, asa cum este utilizat in
contextul prezentei inventii, include anticorpi care leaga ANGPTL3 sau o portiune a
acestuia cu un KDof mai mic de aproximativ 1000 nM, mai putin de aproximativ 500 nM,
mai putin de aproximativ 300 nM , mai putin de aproximativ 200 nM, mai putin de
aproximativ 100 nM, mai putin de aproximativ 90 nM, mai putin de aproximativ 80 nM,
mai putin de aproximativ 70 nM, mai putin de aproximativ 60 nM, mai putin de aproximativ

50 nM, mai putin de aproximativ 40 nM, mai putin de aproximativ 30 nM, mai putin de
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aproximativ 20 nM, mai putin de aproximativ 10 nM, mai putin de aproximativ 5 nM, mai
putin de aproximativ 4 nM, mai putin de aproximativ 3 nM, mai putin de aproximativ 2 nM,
mai putin de aproximativ 1 nM sau mai putin de aproximativ 0,5 nM, masurat intr-un test
de rezonanta cu plasmoni de suprafatd. Un anticorp izolat care leaga in mod specific
ANGPTL3 uman, totusi, are reactivitate incrucisata cu alti antigeni, cum ar fi moleculele
ANGPTL3 de la alte specii (nhon-umane).

Anticorpii anti-ANGPTL3 utili pentru metodele prezentei inventii pot cuprinde una sau mai
multe substitutii de aminoacizi, insertii si/sau deletii in cadrul si/sau regiunile CDR ale
domeniilor variabile ale lantului greu si usor in comparatie cu linia germinativa
corespunzatoare. secvente din care au fost derivati anticorpii. Astfel de mutatii pot fi
constatate cu usurinta prin compararea secventelor de aminoacizi dezvaluite aici cu
secventele liniei germinale disponibile, de exemplu, din bazele de date publice de
secvente de anticorpi. Prezenta inventie include metode care implica utilizarea de
anticorpi si fragmente ale acestora de legare la antigen, care sunt derivate din oricare
dintre secventele de aminoacizi descrise aici, in care unul sau mai multi aminoacizi din
unul sau mai multe regiuni cadru si/sau CDR sunt mutati la restul (reziduurile)
corespunzatoare ale secventei de linie germinativa din care a derivat anticorpul, sau la
restul (reziduurile) corespunzatoare ale unei alte secvente de linie germinala umana, sau
la o substitutie conservativa a aminoacizilor a restului (reziduilor) de linie germinala (o
astfel de modificari de secventa) sunt denumite aici in mod colectiv ,mutatii ale liniei
germinale”). O persoana cu calificare obisnuitad in domeniu, incepand cu secventele de
regiune variabila a lantului greu si usor descrise aici, poate produce cu usurinta numerosi
anticorpi si fragmente de legare la antigen care cuprind una sau mai multe mutatii
individuale ale liniei germinale sau combinatii ale acestora. in anumite variante de
realizare, toate resturile cadru si/sau CDR din domeniile VHand/sau VL sunt mutate
inapoi la resturile gasite in secventa germinativa originala din care a fost derivat
anticorpul. Tn alte exemple de realizare, numai anumite reziduuri sunt mutate fnapoi la
secventa originala a liniei germinale, de exemplu, numai resturile mutante gasite in primii
8 aminoacizi ai FR1 sau in ultimii 8 aminoacizi ai FR4, sau numai resturile mutante gasite
in CDR1, CDR2 sau CDR3. in alte exemple de realizare, unul sau mai multe dintre
resturile cadru si/sau CDR sunt mutate la restul(ele) corespunzator(e) unei secvente de

linie germinala diferita {adica, o secventa de linie germinala care este diferita de secventa
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de linie germinala din care a fost anticorpul. derivate initial). Mai mult, anticorpii prezentei
inventii pot contine orice combinatie de doua sau mai multe mutatii ale liniei germinale in
cadrul regiunilor cadru si/sau CDR, de exemplu, in care anumite resturi individuale sunt
mutate la restul corespunzator al unei anumite secvente de linie germinala, in timp ce
anumite alte resturi care difera. din secventa originala a liniei germinale sunt mentinute
sau sunt mutate la reziduul corespunzator al unei secvente de linie germinala diferita.
Odata obtinute, anticorpii si fragmentele de legare la antigen care contin una sau mai
multe mutatii ale liniei germinale pot fi testate cu usurinta pentru una sau mai multe
proprietati dorite, cum ar fi specificitatea de legare imbunatatita, afinitatea de legare
crescuta, proprietatile biologice antagoniste sau agoniste imbunatatite sau imbunatatite
(dupa caz). fi), imunogenitate redusa etc. Utilizarea anticorpilor si a fragmentelor de
legare la antigen obftinute in acest mod general este cuprinsa in prezenta inventie.
Prezenta inventje include de asemenea metode care implica utilizarea anticorpilor anti-
ANGPTL3 cuprinzand variante ale oricareia dintre secventele de aminoacizi HCVR,
LCVR si/sau CDR descrise aici avand una sau mai multe substitutii conservatoare. De
exemplu, prezenta inventie include utilizarea anticorpilor anti-ANGPTL3 avand secvente
de aminoacizi HCVR, LCVR si/sau CDR cu, de exemplu, 10 sau mai putine, 8 sau mai
putine, 6 sau mai putine, 4 sau mai putine, etc. substitutii conservatoare de aminoacizi in
raport cu oricare dintre secventele de aminoacizi HCVR, LCVR si/sau CDR descrise aici.
Termenul ,rezonanta plasmonica de suprafata”, asa cum este utilizat aici, se refera la un
fenomen optic care permite analiza interactiunilor in timp real prin detectarea modificérilor
concentratiilor de proteine intr-o matrice a biosenzorului, de exemplu folosind sistemul
BlAcore™ (Biacore Life Sciences). divizia GE Healthcare, Piscataway, NJ).

Termenul "Kp", asa cum este utilizat aici, este destinat sa se refere la constanta de
disociere de echilibru a unei interactiuni particulare anticorp-antigen.

Termenul "epitop” se refera la un determinant antigenic care interactioneaza cu un situs
specific de legare a antigenului in regiunea variabila a unei molecule de anticorp
cunoscuta ca paratop. Un singur antigen poate avea mai mult de un epitop. Astfel,
anticorpi diferiti se pot lega la diferite zone ale unui antigen si pot avea efecte biologice
diferite. Epitopii pot fi fie conformationali, fie liniari. Un epitop conformational este produs
de aminoacizi juxtapusi spatial din diferite segmente ale lantului polipeptidic linear. Un

epitop liniar este unul produs de resturile de aminoacizi adiacente dintr-un lant



e 2019 0012

polipeptidic. Tn anumite circumstante, un epitop poate include fragmente de zaharide,
grupari fosforil sau grupari sulfonil de pe antigen.

Conform anumitor variante de realizare, anticorpul anti-ANGPTL3 utilizat in metodele
prezentei inventii este un anticorp cu caracteristici de legare dependente de pH. Asa cum
este utilizata aici, expresia ,legare dependenta de pH” inseamna ca anticorpul sau
fragmentul de legare la antigen al acestuia prezinta ,legare redusa la ANGPTL3 la pH
acid in comparatie cu pH neutru” (in scopul prezentei dezvaluiri, ambele expresii pot fi
utilizate interschimbabil). De exemplu, anticorpii ,cu caracteristici de legare dependente
de pH” includ anticorpi si fragmente ale acestora de legare la antigen care leaga
ANGPTL3 cu afinitate mai mare la pH neutru decat la pH acid. In anumite exemple de
realizare, anticorpii si fragmentele de legare la antigen din prezenta inventie leaga
ANGPTLS cu cel putin 3, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, afinitate de
75, 80, 85, 90, 95, 100 sau de mai multe ori mai mare la pH neutru decéat la pH acid.
Conform acestui aspect al inventiei, anticorpii anti-ANGPTL3 cu caracteristici de legare
dependente de pH pot avea una sau mai multe variatii de aminoacizi in raport cu
anticorpul parental anti-ANGPTL3. De exemplu, un anticorp anti-ANGPTL3 cu
caracteristici de legare dependente de pH poate contine una sau mai multe substitutii sau
insertii de histidina, de exemplu, in una sau mai multe CDR-uri ale unui anticorp parental
anti-ANGPTL3. Astfel, in conformitate cu anumite exemple de realizare ale prezentei
inventii, sunt furnizate metode care cuprind administrarea unui anticorp anti-ANGPTL3
care cuprinde secvente de aminoacizi CDR (de exemplu, CDR-uri cu lant greu si usor)
care sunt identice cu secventele de aminoacizi CDR ale unui anti- parental. Anticorp
ANGPTLS, cu exceptia inlocuirii unuia sau mai multor aminoacizi ai unuia sau mai multor
CDR-uri ale anticorpului parental cu un rest de histidina. Anticorpii anti-ANGPTL3 cu
legare dependenta de pH pot avea, de exemplu, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 sau mai multe
substitutii de histidina, fie intr-o singura CDR a unui anticorp parental, fie distribuite in
intregime. multiple {de exemplu, 2, 3, 4, 5 sau 6) CDR-uri ale unui anticorp parental anti-
ANGPTL3. De exemplu, prezenta inventie include utilizarea anticorpilor anti-ANGPTL3
cu legare dependenta de pH, cuprinzand una sau mai multe substitutii de histidina in
HCDR1, una sau mai multe substitutii de histidina in HCDR2, una sau mai multe substitutii

de histidina in HCDR3, una sau mai multe substitutii de histidina in LCDR1, una sau mai
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multe substitutii de histidina in LCDRZ2 si/sau una sau mai multe substitutii de histidina in
LCDR3, ale unui anticorp parental anti-ANGPTL3.

Asa cum este utilizata aici, expresia "pH acid" inseamna un pH de 6,0 sau mai mic {de
exemplu, mai mic de aproximativ 6,0, mai mic de aproximativ 5,5, mai mic de aproximativ
5,0 etc.). Expresia ,pH acid” include valori ale pH-ului de aproximativ 6,0, 5,95, 5,90, 5,85,
5,8, 5,75, 5,7, 5,65, 5,6, 5,55, 5,5, 5,45, 5,4, 5,35, 5,35, 5,2, 5,1, 5,.. 5.05, 5.0 sau mai

II’I‘

putin. Aga cum este utilizata aici, expresia "pH neutru" inseamna un pH de aproximativ
7,0 pana la aproximativ 7,4. Expresia ,pH neutru” include valori ale pH-ului de aproximativ
7,0,7,05,71,7,15,7,2,7,25,7,3, 7,35 si 7,4.

Exemple nelimitative de anticorpi anti-ANGPTL3 care pot fi utilizati in contextul prezentei
inventii includ, de exemplu, evinacumab, precum si oricare dintre anticorpii anti-
ANGPTL3 exemplificati, asa cum sunt enuntati in brevetul US nr. 9.018.356 (Regeneron
Pharmaceuticals, Inc.), a carui dezvaluire este incorporata prin prezenta prin referinta in
intregime, sau oricare dintre anticorpii anti-ANGPTL3 exemplificati, asa cum sunt enuntati
in brevetul US nr. 8.742.075 (Lexicon Pharmaceuticals, Inc.), a carui dezvaluire este

incorporata prin prezenta prin referire in intregime.
Prepararea anticorpilor umani

Anticorpii anti-ANGPTL3 pot fi fabricati conform oricarei metode de producere/izolare a
anticorpilor cunoscute in domeniu. De exemplu, anticorpii pot fi obtinuti prin tehnologii de
hibridom, prin prezentare pe fagi, prin prezentare cu drojdie etc. Anticorpii pentru utilizare
in metodele prezentei inventii pot fi, de exemplu, anticorpi himeric, anticorpi umanizati
sau anticorpi complet umani.

Metodele pentru generarea de anticorpi umani la soarecii transgenici sunt cunoscute in
domeniu. Orice astfel de metode cunoscute pot fi utilizate pentru a produce anticorpi
umani care leaga in mod specific ANGPTL3.

De exemplu, utilizdnd tehnologia VELOCIMMUNE™ (vezi, de exemplu, US 6.596.541,
Regeneron Pharmaceuticals) sau orice altd metoda cunoscuta pentru generarea de
anticorpi monoclonali, anticorpii himeric de mare afinitate la ANGPTL3 sunt initial izolati
avand o regiune variabila umana si o regiune constanta de soarece. Tehnologia
VELOCIMMUNE® implica generarea unui soarece transgenic avand un genom care

cuprinde regiuni variabile ale lantului greu si usor uman legate operational de loci de
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regiune constanta de soarece endogene, astfel incat soarecele produce un anticorp care
cuprinde o regiune variabila umana si o regiune constanta de soarece ca raspuns la
antigenic stimulare. ADN-ul care codifica regiunile variabile ale lanturilor grele si usoare
ale anticorpului este izolat si legat operational la ADN-ul care codifica regiunile constante
ale lantului greu si ugor uman. ADN-ul este apoi exprimat intr-o celula capabila sa exprime
anticorpul complet uman.

in general, un soarece VELOCIMMUNE® este provocat cu antigenul de interes si celulele
limfatice (cum ar fi celulele B) sunt recuperate de la soarecii care exprima anticorpi.
Celulele limfatice pot fi fuzionate cu o linie celulara de mielom pentru a prepara linii
celulare de hibridom nemuritoare, iar astfel de linii celulare de hibridom sunt selectate si
selectate pentru a identifica liniile celulare de hibridom care produc anticorpi specifici
antigenului de interes. ADN-ul care codifica regiunile variabile ale lantului greu si lantului
usor poate fi izolat si legat de regiuni constante izotipice dorite ale lantului greu si lantului
usor. O astfel de proteina anticorp poate fi produsa intr-o celula, cum ar fi o celula CHO.
Alternativ, ADN-ul care codifica anticorpii himeric specifici antigenului sau domeniile
variabile ale lanturilor usor si grele pot fi izolate direct din antigenul-specific limfocitelor.
Initial, anticorpii himeric de mare afinitate sunt izolati avand o regiune variabild umana si
o0 regiune constantd de soarece. Anticorpii sunt caracterizati si selectati pentru
caracteristicile dorite, incluzand afinitatea, selectivitatea, epitopul etc., utilizand proceduri
standard cunoscute specialigtilor in domeniu. Regiunile constante de soarece sunt
inlocuite cu o regiune constanta umana dorita pentru a genera anticorpul complet uman
conform inventiei, de exemplu IgG1 sau IgG4 de tip salbatic sau modificat. in timp ce
regiunea constanta selectata poate varia in functie de utilizarea specifica, caracteristicile
de legare a antigenului cu afinitate mare si specificitate tinta rezida in regiunea variabila.
n general, anticorpii care pot fi utilizati in metodele prezentei inventii poseda afinitati mari,
asa cum s-a descris mai sus, atunci cand sunt masurati prin legarea la antigen fie
imobilizat pe faza solida, fie in faza solutie. Regiunile constante de soarece sunt inlocuite
Cu regiuni constante umane dorite pentru a genera anticorpii complet umani conform
inventiei. In timp ce regiunea constanta selectatd poate varia in functie de utilizarea
specifica, caracteristicile de legare a antigenului cu afinitate mare si specificitate tinta

rezida in regiunea variabila.
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In prezenta inventie, anticorpul anti-ANGPTL3 sau fragmentul de legare la antigen al
acestuia cuprinde regiuni care determina complementaritatea lantului greu si usor
(HCDR1-HCDR2-HCDR3/LCDR1-LCDR2-LCDR3) cuprinzand secventele de aminoacizi
ale SEQ ID NO4,5,6,7,8si9.

In anumite exemple de realizare ale prezentei inventii, anticorpul anti-ANGPTL3, sau
fragmentul acestuia de legare la antigen, care poate fi utilizat in metodele care cuprind
un HCVR avénd secventa de aminoacizi a SEQ ID NO:2 si un LCVR avand secventa de
aminoacizi a SEQ ID NO:3.

Compozitii farmaceutice si metode de administrare

Prezenta inventie include metode care cuprind administrarea unui inhibitor ANGPTL3 la
un pacient, in care inhibitorul ANGPTL3 este continut intr-o compozitie farmaceutica.
Compozitiile farmaceutice ale inventiei sunt formulate cu purtatori adecvati, excipienti si
alti agenti care asigura transferul, livrarea, toleranta adecvate si altele asemenea. O
multitudine de formulari adecvate pot fi gasite in formularul cunoscut de toti chimistii
farmaceutici: Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton,
PA. Aceste formulari includ, de exemplu, pulberi, paste, unguente, jeleuri, ceara, uleiuri,
lipide, vezicule care contin lipide (cationice sau anionice) (cum ar fi LIPOFECTIN™),
conjugati ADN, paste de absorbtie anhidre, ulei in apa si emulsii apa - in ulei, emulsii
carbowax (polietilen glicoli de diferite greutati moleculare), geluri semisolide si amestecuri
semisolide care contin carbowax. Vezi, de asemenea, Powell et al. "Compendiu de
excipienti pentru formulari parenterale" PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52:238-311.

Sunt cunoscute diferite sisteme de livrare si pot fi utilizate pentru a administra compozitia
farmaceutica a inventiei, de exemplu, incapsularea in lipozomi, microparticule,
microcapsule, celule recombinante capabile sa exprime virusurile mutante, endocitoza
mediata de receptor (vezi, de exemplu, Wu si colab., 1987, J. Biol. Chim. 262:4429-4432).
Metodele de administrare includ, dar nu se limiteaza Ila, caile intradermice,
intramusculare, intraperitoneale, intravenoase, subcutanate, intranazale, epidurale si
orale. Compozitia poate fi administrata pe orice cale convenabila, de exemplu prin
perfuzie sau injectare in bolus, prin absorbtie prin epiteliu sau mucoasa mucocutanata
(de exemplu, mucoasa bucald, mucoasa rectala si intestinala etc.) si poate fi administrata

impreuna cu alti agenti biologic activi.
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O compozitie farmaceutica a prezentei inventii poate fi furnizata subcutanat sau
intravenos cu un ac standard si o seringa. in plus, in ceea ce priveste administrarea
subcutanata, un dispozitiv de livrare a stiloului injector (pen) are aplicatii in eliberarea
unei compozitii farmaceutice conform prezentei inventii. Un astfel de dispozitiv de livrare
a stiloului injector (pen) poate fi reutilizabil sau de unica folosinta. Un dispozitiv de livrare
a stiloului injector (pen) reutilizabil utilizeaza in general un cartus inlocuibil care contine
o compozitie farmaceutica. Odata ce toata compozitia farmaceutica din cartus a fost
administrata si cartusul este gol, cartusul gol poate fi aruncat cu usurinta si inlocuit cu un
cartus nou care contine compozitia farmaceutica. Dispozitivul de livrare a pixului poate fi
apoi reutilizat. Intr-un dispozitiv de livrare a stiloului injector (pen) de unica folosinta, nu
exista un cartus inlocuibil. Mai degraba, dispozitivul de livrare a stiloului injector (pen) de
unica folosinta vine pre-umplut cu compozitia farmaceutica mentinuta intr-un rezervor in
interiorul dispozitivului. Odata ce rezervorul este golit de compozitia farmaceutica,
intregul dispozitiv este aruncat.

Numeroase dispozitive de eliberare a stiloului injector (pen) si autoinjector reutilizabile au
aplicatii in administrarea subcutanata a unei compozitii farmaceutice conform prezentei
inventii. Exemplele includ, dar nu se limiteazad la, AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc.,
Woodstock, Marea Britanie), Pix DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems, Bergdorf,
Elvetia), stilou injector HUMALOG MIX 75/25™ stilou injector HUMALOG™, stilou stilou
HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN), NOVOPEN™ |, II si lll (Novo
Nordisk, Copenhaga, Danemarca), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhaga,
Danemarca), stilou BD™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN
PRO™, OPTIPEN STARLET™ si OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Germania),
pentru a numi doar cateva. Exemple de dispozitive de livrare a stiloului injector (pen) de
unica folosintd care au aplicatii in administrarea subcutanatd a unei compozitii
farmaceutice a prezentei inventii includ, dar nu se limiteaza la, stiloul injector
(SOLOSTAR™) (Sanofi-Aventis), FLEXPEN™ (Novo Nordisk) si KWIKPEN™ (Eli). Lilly),
autoinjectorul SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), PENLET™ (Haselmeier,
Stuttgart, Germania), EPIPEN (Dey, L.P.) sithneHUMIRA™ Pen (Abbott Labs, Abbott Park
IL), pentru a numi doar cateva.

In anumite situatii, compozitia farmaceutica poate fi eliberata intr-un sistem de eliberare

controlatd. Intr-o variantd de realizare, poate fi utilizatd o pompéa (vezi Langer, supra;



e 2019 0012

Sefton, 1987, CRC Crit. Ref. Biomed. ing. 14:201 ). intr-un alt exemplu de realizare, pot
fi utilizate materiale polimerice; vezi, Medical Applications of Controlled Release, Langer
and Wise (eds.), 1974, CRC Pres., Boca Raton, Florida. intr-un alt exemplu de realizare,
un sistem cu eliberare controlata poate fi plasat in apropierea tintei compozitiei,
necesitand astfel doar o fractiune din doza sistemica (vezi, de exemplu, Goodson, 1984,
in Medical Applications of Controlled Release, supra, voi. 2, pp. 115-138). Alte sisteme
de eliberare controlata sunt discutate in recenzia lui Langer, 1990, Science 249:1527-
1533.

Preparatele injectabile pot include forme de dozare pentru injectii intravenoase,
subcutanate, intracutanate si intramusculare, perfuzii prin picurare etc. Aceste preparate
injectabile pot fi preparate prin metode cunoscute. De exemplu, preparatele injectabile
pot fi preparate, de exemplu, prin dizolvarea, suspendarea sau emulsionarea anticorpului
sau a sarii sale descrise mai sus intr-un mediu apos steril sau intr-un mediu uleios utilizat
in mod conventional pentru injectii. Ca mediu apos pentru injectii, exista, de exemplu,
solutie salina fiziologica, o solutie izotona care contine glucoza si alti agenti auxiliari, etc.,
care pot fi utilizate in combinatie cu un agent de solubilizare adecvat, cum ar fi un alcool
(de exemplu, etanol), un polialcool (de exemplu, propilen glicol, polietilen glicol), un agent
activ de suprafatd neionic [de exemplu, polisorbat 80, HCO-50 (aduct polioxietilen (50
mol) de ulei de ricin hidrogenat)], etc. Ca mediu uleios, se folosesc, de exemplu, ulei de
susan, ulei de soia, etc., care pot fi utilizate in combinatie cu un agent de solubilizare cum
ar fi benzoat de benzii, alcool benzilic etc. Injectia astfel preparatd este de preferinta
umpluta intr-o fiola adecvata.

In mod avantajos, compozitile farmaceutice pentru utilizare orald sau parenteral
descrise mai sus sunt preparate in forme de dozare intr-o doza unitara potrivita pentru a
se potrivi unei doze de ingrediente active. Astfel de forme de dozare intr-o doza unitara

includ, de exemplu, tablete, pastile, capsule, injectii (fiole), supozitoare etc.
Dozare

Cantitatea de inhibitor ANGPTL3 (de exemplu, anticorp anti-ANGPTL3) administrata unui
subiect conform metodelor prezentei inventii este, in general, o cantitate eficienta

” A

terapeutic. Asa cum este utilizata aici, expresia ,cantitate eficienta terapeutic” inseamna

o doza de inhibitor ANGPTL3 care are ca rezultat o reducere detectabila (cel putin
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aproximativ 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40% , 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,
70%, 75% sau mai multi fatd de valoarea initiala) in unul sau mai multi parametri selectati
din grupul constdnd din LDL-C, ApoB100, non-HDL-C, colesterol total, VLDL-C,
trigliceride, Lp(a) si colesterol ramas, sau o cantitate care previne sau atenueaza
ateroscleroza la un subiect (asa cum este descris in alta parte aici).

In cazul unui anticorp anti-ANGPTL3, o cantitate eficientd terapeutic poate fi de la
aproximativ 0,05 mg pana la aproximativ 600 mg, de exemplu, aproximativ 0,05 mg,
aproximativ 0,1 mg, aproximativ 1,0 mg, aproximativ 1,5 mg, aproximativ 2,0 mg ,
aproximativ. 10 mg, aproximativ 20 mg, aproximativ 30 mg, aproximativ 40 mg,
aproximativ. 50 mg, aproximativ 60 mg, aproximativ 70 mg, aproximativ 80 mg,
aproximativ 90 mg, aproximativ 100 mg, aproximativ 110 mg, aproximativ 120 mg,
aproximativ 130 mg, aproximativ 140 mg, aproximativ 160 mg, aproximativ 170 mg,
aproximativ 180 mg, aproximativ 190 mg, aproximativ 200 mg, aproximativ 210 mg,
aproximativ 220 mg, aproximativ 230 mg, aproximativ 240 mg, aproximativ 250 mg,
aproximativ 260 mg, aproximativ 270 mg, aproximativ 280 mg, aproximativ 290 mg,
aproximativ 300 mg, aproximativ 310 mg, aproximativ 320 mg, aproximativ 330 mg,
aproximativ 340 mg, aproximativ 350 mg, aproximativ 360 mg, aproximativ 370 mg,
aproximativ 380 mg, aproximativ 390 mg, aproximativ 400 mg, aproximativ 410 mg,
aproximativ 420 mg, aproximativ 430 mg, aproximativ 440 mg, aproximativ 450 mg,
aproximativ 460 mg, aproximativ 470 mg, aproximativ 480 mg, aproximativ 490 mg,
aproximativ 500 mg, aproximativ 510 mg, aproximativ 520 mg, aproximativ 530 mg,
aproximativ 540 mg, aproximativ 550 mg, aproximativ 560 mg, aproximativ 570 mg,
aproximativ 580 mg, aproximativ 590 mg sau aproximativ 600 mg de anticorp anti-
ANGPTL3. Alte cantitati de dozare de inhibitori ANGPTL3 vor fi evidente pentru
persoanele cu calificare obisnuita in domeniu si sunt avute in vedere in scopul prezentei
inventii.

Cantitatea de anticorp anti-ANGPTL3 continuta in dozele individuale poate fi exprimata
in miligrame de anticorp per kilogram de greutate corporala a pacientului {adica, mg/kg).
De exemplu, anticorpul anti-ANGPTL3 poate fi administrat unui pacient la o doza de

aproximativ 0,0001 pana la aproximativ 10 mg/kg greutate corporala a pacientului.

Terapii combinate
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Asa cum este descris in alta parte aici, metodele prezentei inventii pot cuprinde
administrarea unui inhibitor ANGPTL3 la un pacient in combinatie cu (,pe deasupra”)
terapia de scadere a lipidelor prescrisa anterior pacientului. De exemplu, in contextul
prevenirii sau atenuarii aterosclerozei, un inhibitor ANGPTL3 poate fi administrat unui
pacient in combinatie cu un regim terapeutic zilnic stabil de statine. Exemple de regimuri
terapeutice zilnice cu statine cu care un inhibitor ANGPTL3 poate fi administrat in
combinatie in contextul prezentei inventii includ, de exemplu, atorvastatina (10, 20, 40
sau 80 mg pe zi),(atorvastatina/ezetimib 10/10 sau 40/10 mg pe zi), rosuvastatina (5, 10
sau 20 mg pe zi), cerivastatin (0,4 sau 0,8 mg pe zi), pitavastatina (1, 2 sau 4 mg pe zi),
fluvastatina (20, 40 sau 80 mg pe zi), simvastatina (5, 10, 20, 40 sau 80 mg pe zi),
simvastatina/ezetimib (10/10, 20/10, 40/10 sau 80/10 mg pe zi), lovastatin (10, 20 , 40
sau 80 mg pe zi), pravastatina (10, 20, 40 sau 80 mg pe zi) si combinatii ale acestora.
Alte terapii de scadere a lipidelor cu care poate fi administrat un inhibitor ANGPTL3 in
combinatie in contextul prezentei inventii includ, de exemplu, (1) un agent care inhiba
absorbtia colesterolului si sau reabsorbtia acidului biliar (de exemplu, ezetimib); (2) un
agent care creste catabolismul lipoproteinelor (cum ar fi niacina); si/sau (3) activatori ai
factorului de transcriptie LXR care joaca un rol in eliminarea colesterolului, cum ar fi 22-
hidroxicolesterolul.

Conform anumitor exemple de realizare, prezenta inventie cuprinde metode pentru
prevenirea sau atenuarea aterosclerozei la un subiect prin administrarea unui inhibitor
ANGPTL3 unui subiect in combinatie cu un inhibitor al ANGPTL4 (de exemplu, un
anticorp anti-ANGPTL4 sau un fragment al acestuia de legare la antigen), un inhibitor al
ANGPTLS8 {de exemplu, un anticorp anti-ANGPTLS8 sau un fragment al acestuia de legare
la antigen) si/sau un inhibitor al PCSK9 {de exemplu, un anticorp anti-PCSK9 sau un
fragment al acestuia de legare la antigen). Exemple nelimitative de anticorpi anti-PCSK9
care pot fi utilizati in contextul prezentei inventii includ, de exemplu, alirocumab,
evolocumab, bococizumab, lodelcizumab, ralpancizumab sau portiuni de legare la

antigen ale oricaruia dintre anticorpii de mai sus.

Regimuri de administrare
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in conformitate cu anumite exemple de realizare ale prezentei inventii, doze multiple de
inhibitor ANGPTL3 {adicd o compozitie farmaceutica care cuprinde un inhibitor
ANGPTL3) pot fi administrate unui subiect pe o perioada de timp definita (de exemplu,
pe langa un regim terapeutic zilnic cu statine sau alta terapie de fond hipolipemiant).
Metodele conform acestui aspect al inventiei cuprind administrarea secventjala la un
subiect de doze multiple de inhibitor ANGPTL3. Asa cum este utilizat aici, "administrarea
secventiald" inseamna ca fiecare doza de inhibitor ANGPTL3 este administrata
subiectului la un moment diferit de timp, de exemplu, in zile diferite separate printr-un
interval predeterminat {de exemplu, ore, zile, saptamani sau luni). Prezenta inventie
include metode care cuprind administrarea secventiala la pacient a unei singure doze
initiale de inhibitor ANGPTL3, urmata de una sau mai multe doze secundare de inhibitor
ANGPTLS3 si, optional, urmat de una sau mai multe doze tertiare de inhibitor ANGPTL3.
Termenii "doza initiala", "doze secundare" si "doze terfiare" se refera la secventa
temporala de administrare a dozelor individuale dintr-o compozitie farmaceutica care
cuprinde un inhibitor ANGPTL3. Astfel, "doza initiala" este doza care este administrata la
inceputul regimului de tratament (denumita si "doza de baza"); "dozele secundare” sunt
dozele care sunt administrate dupa doza initiala; iar "dozele tertiare" sunt dozele care
sunt administrate dupa dozele secundare. Dozele initiale, secundare si tertiare pot
contine toate aceeasi cantitate de inhibitor ANGPTL3, dar in general pot diferi unele de
altele in ceea ce priveste frecventa administrarii. In anumite exemple de realizare, totusi,
cantitatea de inhibitor ANGPTL3 continuta in dozele initiale, secundare si/sau tertiare
variaza una de la alta (de exemplu, ajustata in sus sau in jos dupa caz) in timpul
tratamentului. in anumite exemple de realizare, dou& sau mai multe {de exemplu, 2, 3, 4
sau 5) doze sunt administrate la inceputul regimului de tratament ca ,,doze de incarcare”
urmate de doze ulterioare care sunt administrate pe o bazad mai putin frecventa {de
exemplu, , doze de intretinere”).

Conform exemplelor de realizare ale prezentei inventii, fiecare doza secundara si/sau
tertiara este administrata de la 1 la 26 {de exemplu, 1, 1 7%, 2, 274, 3, 3'2, 4, 4V>, 5, 5%,
6,6%,7,7%,8,8%,9,9%,10,10%, 11,11 7%, 12, 1274, 13, 13, 14, 1472, 15, 157,
16, 16, V2, 17, 172, 1772, 182 19, 1974, 20, 20%%, 21, 21 V2, 22, 227/, 23, 23'>, 24, 247,
25, 2575, 26, 262 sau mai mult) saptamani dupa doza imediat anterioara. Expresia "doza

imediat anterioara", asa cum este utilizata aici, inseamna, intr-o secventa de administrari
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multiple, doza de molecula de legare a antigenului care este administrata unui pacient
inainte de administrarea dozei urmatoare in secventa fara doze de interventie.

Metodele conform acestui aspect al inventiei pot cuprinde administrarea unui pacient a
oricarui numar de doze secundare si/sau tertiare de inhibitor ANGPTL3. De exemplu, in
anumite variante de realizare, pacientului i se administreaza doar o singura doza
secundara. in alte variante de realizare, pacientului i se administreaza doua sau mai
multe (de exemplu, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 sau mai multe) doze secundare. De asemenea, in
anumite exemple de realizare, pacientului i se administreaza doar o singura doza tertiara.
in alte exemple de realizare, doua sau mai multe (de exemplu, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 sau mai
multe) doze tertiare sunt administrate pacientului.

In exemplele de realizare care implicd doze secundare multiple, fiecare doza secundara
poate fi administrata la aceeasi frecventa ca si celelalte doze secundare. De exemplu,
fiecare doza secundara poate fi administrata pacientului la 1 pana la 2, 4, 6, 8 sau mai
multe sdptamani dupa doza imediat anterioara. in mod similar, in exemplele de realizare
care implica mai multe doze tertiare, fiecare doza tertiara poate fi administrata la aceeasi
frecventa ca si celelalte doze tertiare. De exemplu, fiecare doza tertiara poate fi
administrata pacientuluila 1 panala 2, 4, 6, 8 sau mai multe saptamani dupa doza imediat
anterioara. Alternativ, frecventa la care dozele secundare si/sau tertiare sunt administrate
unui pacient poate varia pe parcursul regimului de tratament. Frecventa de administrare
poate fi, de asemenea, ajustata in timpul tratamentului de catre un medic, in functie de

nevoile pacientului in parte dupa examenul clinic.
EXEMPLE

Urmatoarele exemple sunt prezentate astfel incat sa ofere celor cu calificare obisnuita in
domeniu o dezvaluire si o descriere completd a modului de realizare si utilizare a
metodelor si compozitiilor inventiei si nu au scopul de a limita domeniul de aplicare a ceea
ce considera inventatorii. ca inventia lor. S-au facut eforturi pentru a asigura acuratetea
cu privire la numerele utilizate (de exemplu, cantitati, temperatura etc.), dar ar trebui luate
in considerare unele erori si abateri experimentale. Daca nu se indica altfel, partile sunt
parti in greutate, greutatea moleculara este greutatea moleculara medie, temperatura

este in grade Centigrade si presiunea este la sau aproape de atmosfera.

Exemplul 1. Generarea de anticorpi umani la ANGPTL3 uman
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Anticorpii umani anti-ANGPTL3 au fost generati asa cum este descris in brevetul US nr.
9.018.356. Exemplul de inhibitor ANGPTL3 utilizat in exemplul urmator este anticorpul
uman anti-ANGPTL3 denumit ,H4H1276S”, cunoscut si ca ,evinacumab. ,Evinacumab
are urmatoarele caracteristici de secventa de aminoacizi: un lant greu cuprinzand SEQ
ID NO:10 si un lant usor cuprinzand SEQ ID NO:11; o regiune variabila a lantului greu
(HCVR) care cuprinde SEQ ID NO:2 si o catena variabilda usor domeniu (LCVR)
cuprinzand SEQ ID NO:3; o regiune care determina complementaritatea lantului greu 1
(HCDR1) cuprinzand SEQ ID NO:4, un HCDR2 cuprinzédnd SEQ ID NO:5, un HCDR3
cuprinzand SEQ ID NO:6, o complementaritate a lantului usor regiunea de determinare
1 (LCDR1) cuprinzand SEQ ID NO:7, un LCDR2 cuprinzand SEQ ID NO:8 si un LCDR3
cuprinzand SEQ ID NO:9.

Exemplul 2. Un anticorp anti-ANGPTL3 previne dezvoltarea aterosclerozei la un

model de soarece
INTRODUCERE

Obiectivul acestui studiu a fost de a evalua efectul inhibarii ANGPTL3 asupra dezvoltarii
aterosclerozei in APOE*3 Leiden.Soarecii CETP, un model bine stabilit pentru
hiperlipidemie cu toate caracteristicile disbetalipoproteinemiei mixte sau familiale si
ateroscleroza. (A se vedea, de exemplu, Kuhnast et al., 2014, J Lipid Res 55: 2103-21
12, pentru o descriere generala a APOE*3Leiden. Modelul de soarece CETP (denumit in
mod alternativ aici ,soareci E3L.CETP”) si utilizarea acestuia in evaluarea efectelor unui

agent farmacologic asupra dezvoltarii aterosclerozei).

Inhibarea ANGPTL3 a fost realizata utilizdnd un anticorp anti-ANGPTL3. Anticorpul
special anti-ANGPTL3 utilizat in aceste studii a fost anticorpul denumit evinacumab, asa
cum este descris mai sus. Anticorpul de control utilizat in aceste studii este un anticorp

potrivit cu izotip la o tinta irelevanta.

PROIECTARE STUDIU
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O ilustrare a designului studiului este prezentata in Figura 1. Evinacumab este un anticorp
IgG4 complet uman. Astfel, atunci cand sunt evaluati in diferite tulpini de soarece, unii
soareci dezvolta anticorpi anti-medicament care elimina eficacitatea medicamentului.
Procentul de soareci care dezvolta acest raspuns anti-drog poate fi diferit pentru fiecare
model de soarece/fond genetic. Din acest motiv, mai multi soareci per grup au fost inclusi
in acest prim studiu in APOE*3Leiden. Soarecii CETP pentru a determina céti soareci
dezvolta un raspuns imun anti-uman in acest model special. Dupa excluderea soarecilor
care dezvolta un raspuns imun anti-uman, soarecii ramasi ar putea fi utilizati pentru
evaluarea efectului evinacumabului asupra aterosclerozei.

Saizeci si trei de femei APOE*3Leiden. Soarecii CETP au fost pusi pe dieta T (o dieta
modificata semi-sintetica asa cum este descrisa de Nishina si colab. 1990, J Lipid Res
31:859, cu 0,15% colesterol adaugat si 15% unt de cacao. Dupa o perioada de prelevare
de 4 saptamani, 13 soareci cu raspuns scazut au fost eliminati din studiu, iar restul de 50
de soareci au fost sub-impartiti intr-un grup de control de doudzeci de soareci Si un grup
de tratament cu evinacumab de treizeci de soareci, potrivite pentru greutatea corporala,
colesterolul plasmatic si trigliceride dupa 4h de post (t=0).

Tratamentul cu evinacumab sau anticorp de control a fost administrat saptamanal prin
injectii subcutanate la o doza de 25 mg/kg/saptamana. Volumul de injectare in timpul
perioadei de tratament a fost de 10 ml/kg utilizand 0,9% NaCl ca vehicul si a fost ajustat
la ultima valoare masurata a greutatii corporale. Greutatea corporala si aportul de
alimente (per cusca) au fost masurate in saptaméana 0, 3, 6, 8, 11 si 13.

Dupa 0, 2, 4, 6, 8, 1 1 si 13 saptaméni de tratament au fost recoltate probe de sange
dupa patru ore de post. Colesterolul plasmatic si trigliceridele au fost masurate individual
si s-a colectat plasma EDTA suplimentara pentru evaluarea hFc si a anticorpilor anti-
umani de soarece. Dupa 6 saptamani de tratament a fost evaluat primul raspuns anti-
medicament si 3 soareci din grupul de control si 5 soareci din grupul de tratament cu
niveluri ridicate de anticorpi anti-medicament au fost indepartati din studiu.

Profilurile de lipoproteine au fost masurate in saptamana 0, 6 si 13 in probe de plasma,
reunite pe grup. Fecalele au fost colectate per cusca in timpul sdptaméanii 12 (de doua ori
timp de 48 de ore). La t=13 soarecii au fost sacrificati fara post. Plasma EDTA a fost
obtinuta prin punctie cardiaca si au fost colectate mai multe tesuturi. Dezvoltarea

aterosclerozei in radacina aortica a fost masurata la 15 soareci per grup (dupa excluderea
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soarecilor care au dezvoltat un raspuns anti-medicament) prin masurarea numarului de
leziuni, a zonei leziunii si a severitatii leziunii. In plus, a fost determinata compozitia
leziunii.
(1) Programul de masurare a parametrilor este urmatorul:
(2) Greutatea corporala (saptaméana 0, 3, 6, 8, 11 si 13);
(3) Aportul alimentar (pe cusca, saptamana 0, 3, 6, 8, 11 si 13);
(4) Colesterol total plasmatic si trigliceride (dupa 4 ore de post in saptamana 0, 2,
4,6,8,11si13),
(5) Colectarea de 20 pl plasma EDTA pentru evaluarea hFc si a anticorpilor anti-
umani de soarece (dupa 4 ore de post in saptaméana 0, 2, 4, 6, 8, 1 1 si 13);
(6) Profiluri lipoproteice (colesterol si trigliceride, reunite pe grup; in saptaména 0,
6 si 13);
(7) Dezvoltarea aterosclerozei la radacina aorticad (15 soareci per grup): (a)
Numarul leziunii, (b) Suprafata totala a leziunii, (c) Severitatea leziunii, (d)
Compozitia leziunii (de exemplu, macrofage, celule musculare netede in capac,
necroza si continutul de colagen) si (e) aderenta monocitelor. (La sacrificiu
[saptaméana 13], aortele au fost colectate de la toti soarecii, totusi analiza
aterosclerozei a fost efectuata cu 15 soareci per grup; soarecii care nu au dezvoltat
anticorpi anti-medicament au fost selectati).
METODE

Masuratorile greutatii corporale si ale consumului de alimente au fost efectuate conform
procedurilor standard.

Probele de sange din plasma au fost obtinute conform procedurilor standard. Colesterolul
plasmatic total si trigliceridele au fost determinate folosind truse disponibile comercial.
Masurarea profilurilor de lipoproteine prin analiza FPLC utilizadnd un aparat AKTA de la
Amersham Biosciences. Analizele au fost efectuate in probe reunite pe grup. Colesterolul
si trigliceridele au fost masurate in fractii folosind truse disponibile comercial.

Zona si severitatea leziunii aterosclerotice au fost evaluate in zona radacinii aortice asa
cum a fost raportat anterior (vezi, de exemplu, Kuhnast si colab., 2012, J Hypertens
30:107-1 16). Radacina aortica a fost identificata prin aparitia foitelor valvei aortice si

sectiuni transversale in serie ale intregii zone a radacinii aortice (5 pni grosime cu
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intervale de 50 uni) au fost montate pe lame acoperite cu 3-aminopropil trietoxisilan si
colorate cu hematoxilin-floxina- sofran (HPS). Pentru fiecare soarece, aria leziunii a fost
masurata in 4 sectiuni ulterioare. Fiecare sectiune este formata din 3 segmente (separate
de supape). Pentru determinarea marimii si severitatii leziunii aterosclerotice, leziunile au
fost clasificate in cinci categorii conform Asociatiei Americane de Inima (AHA) (vezi Stary
si colab., 1995, Arterioscler Thromb Vase Biol 15:1512-1531): Tipul 1: Gras timpuriu
dungi (pana la 10 celule de spuma in intima fara alte modificari); Tipul 2: dungi grase
obisnuite (zece sau mai multe celule de spuma in intima fara alte modificari); Tipul 3:
Placa usoara (celule de spuma cu capac fibrotic); Tipul 4: Placad moderata (leziuni mai
avansate cu un mediu afectat, dar fara pierderea arhitecturii mediilor); Tipul 5: Placa
severa (media este grav afectata; se observa frecvent fibre elastice rupte, despicaturi de
colesterol, calcifiere si necroza).

Imaginile au fost realizate cu un microscop Olympus BX51 si zonele au fost masurate cu
software-ul de procesare a imaginilor. Aria totala a leziunii si numarul de leziuni au fost
calculate pe sectiune transversala. Segmentele neboli au fost calculate ca procent din
segmentele totale. Severitatea leziunii ca procent din totalul leziunilor a fost de asemenea
determinata. Leziunile de tip I-llll au fost clasificate ca leziuni usoare, iar leziunile de tip

V-V au fost clasificate ca leziuni severe.

Numarul de monocite care adera la endoteliul activat a fost numarat in fiecare segment
utilizat pentru cuantificarea leziunilor, dupa imunocolorare cu antiser AIA 31240 (1:1000;
Accurate Chemical and Scientific, New York, New York, SUA) si calculat pe sectiune
transversala.

Aria macrofagului a leziunilor a fost masurata dupa imunocolorare cu Mac-3 anti-soarece
(1:50; BD Pharmingen, Tarile de Jos). Coloratia cu rosu Sirius a fost efectuata pentru a
colora colagenul. Suprafata celulelor musculare netede a capacului fibrotic a fost
masurata dupa imunocolorare cu actina anti-alfa muschiului neted (1:400; PROGEN
Biotechnik GmbH, Heidelberg, Germania) care reactioneaza incrucisat cu alfa actina de
soarece. Fotografiile/Imaginile leziunilor au fost realizate cu microscopul Olympus BX51.
Macrofagele, colagenul, miezul necrotic si zona celulelor musculare netede a leziunilor
au fost cuantificate folosind software-ul de imagistica. Macrofagele, celulele musculare
netede (SMC), miezul necrotic si continutul de colagen al leziunilor au fost calculate ca

procent din zona leziunii. Indicele de vulnerabilitate/stabilitate a placii a fost calculat
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impartind suma factorilor stabilizatori SMC si colagen la suma factorilor de destabilizare,
macrofage si miez necrotic.

In saptamana 13, soarecii au fost sacrificati fara repaus prin CO2. Nu a fost administrata
ultima injectie de anticorpi in saptaméana 13 inainte de sacrificiu. Dupa sacrificiu, s-a
colectat cat mai mult EDTA-plasma (prin punctie cardiaca) si s-a pastrat la -70°C péna la
utilizare ulterioara. Inimile, inclusiv radacina aortica, au fost fixate in formol 10%. Aorta

toracica a fost colectata si fixata in formol 10%.
STATISTICI

in functie de normalitate, semnificatia diferentelor dintre grupuri a fost calculata
neparametric, utilizdnd programul de calculator SPSS si un test U Mann-Whitney pentru
probe independente. O valoare p<0,05 a fost consideratd semnificativa statistic.
Diferentele statistice ale grupului de tratament in comparatie cu grupul de control sunt

indicate cu un asterisc la punctele de masura din figuri
REZULTATE

GREUTATE CORPORALA

Rezultatele greutatii corporale sunt rezumate in Tabelul 1. Valorile sunt valori absolute

(grame) si sunt medii + S.D. de la 14-15 goareci per grup.

TABELUL 1
Greutate corporala (g)
Timp (saptdmani) t=0 t=3 t=6 t=8 t=11 t=13

Control anticorp (AB) AVG 218 216 22 1 227 2386 234

sD 14 1.2 1.3 14 1.7 20
Evinacumab AVG 21.3 216 21.8 222 231 23.0

SD 14 1.5 1.4 1.3 15 1.7
Greutate corporald: Valoare -P t=0 t=3 =6 =8 t=11 =13
Control vs. evinacumab 0.400 | 0.747 | 0425 | 0477 | 0.715 | 0.847
|Analiza neparametrica: Test U Mann Whitney

Nu au existat diferente in greutatea corporala intre grupul tratat cu evinacumab in

comparatie cu grupul de control.
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INGESTIUL ALIMENTAR

Rezultatele consumului de alimente sunt rezumate in tabelul 2. Valorile sunt valori
absolute (gram/soarece/zi) si sunt mijloace + S.D. din 17 custi (toti soarecii; inainte de

potrivire) sau 4-6 custi (dupa potrivire si inceperea tratamentului).

TABEL 2
Ingestiul alimentar (g/m/d)
Timp (saptdmani} | t=0 t=3 t=6 t=8 =11 t=13
Control AB AVG 29 26 24 23 26 25
SD 02 0.1 02 02 04 04
Evinacumab AVG 29 27 24 23 25 25
sSD 02 0.1 02 02 03 04
Ingestiul alimentar: Valoare-P t=0 t=3 t=6 t=8 =11 t=13
Controlvs. evinacumab nia | 0476 | 0.914 | 0.914 | 0914 | 1.000
Analiza neparametrica: Testu U Mann Whitney

Nu au existat diferente in ceea ce priveste aportul de alimente pentru grupul tratat cu

evinacumab in comparatie cu grupul de control.

COLESTEROL PLASMATIC

Rezultatele colesterolului plasmatic sunt rezumate in tabelele 3 si 4 si in figurile 2A si 2B.

Valorile sunt valori absolute (mM) si sunt medii + S.D. de la 14-15 goareci per grup.

TABELUL 3
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Colesterol (mM)

Timp {saptamani) t=0 =2 t=4 t=6 t=8 t=11 =13
Control AB AVG 241 299 28.0 26.7 276 221 209
SD 31 50 45 33 45 54 46
Evinacumab AVG 237 126 14.0 141 13.6 10.8 96
SD 2.4 24 19 22 25 1.7 21
Colesterol: t=0 t=2 t=4 t=6 t=8 t=11 t=13
Valoare-P
Confrol vs. evinacumab 0914 | =0.001 <0.001 <0.001 <0.001 =0.001 <0.001
Analiza neparametricd: Test U Mann Whitney
TABELUL 4
iIColestercl (mM) "Expunere Colesterol total (nM*sapt)
Timp (saptamani) | =13
Contral AB AVG 3935
sSD 497
Evinacumab AVG 2302
sSD 238
Expunere colesterol: Valoare-P =13
Control vs. evinacumab <(.001
Analiza neparametrica: Test U Mann Whitney

Tratamentul cu evinacumab a condus la o scadere semnificativd a colesterolului

plasmatic in comparatie cu grupul de control la toate momentele de timp (scadere medie

de 52%). La sfarsitul experimentului, expunerea la colesterol in timpul experimentului (0-

13 saptamani + perioada de prelungire) a fost semnificativ scazuta la tratamentul cu

evinacumab (cu 41 %, p<0,001) in comparatie cu grupul de control.

TRGLICERIDE PLASMATICE

Rezultatele trigliceridelor plasmatice sunt rezumate in Tabelul 5 si Figura 3. Valorile

sunt valori absolute (mM) si sunt medii + S.D. de la 14-15 soareci per grup.

TABELUL 5
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Trigliceride (mM)
Timp (saptamani) =0 t=2 t=4 =6 t=8 =11 t=13

Control AB AVG 75 55 49 48 36 40 34

SD 26 1.3 1.6 1.5 1.3 1.0 1.2
Evinacumab AVG 74 07 0.7 0.7 0.7 0.7 06

SD 20 0.3 0.2 0.3 0.2 0.2 0.2
Trigliceride: =0 t=2 =4 =6 =8 =11 t=13
Valoare-P
Controlvs. evinacumab 0.747 | <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Analiza neparametrica; Tes U Mann Whitney

Tratamentul cu evinacumab a condus la o scadere semnificativa a trigliceridelor
plasmatice in comparatie cu grupul de control la toate momentele de timp (scadere medie
de 84%).

PROFILURI DE LIPOPROTEINE

Lipoproteinele au fost separate pe o coloana Superose. Fractile de colesterol si
trigliceride la t=0, t=6 saptamani si t=13 saptamani sunt prezentate in figurile 4A, 4B si
4C [colesterol] si 5A, 5B si 5C [trigliceride]. Valorile sunt valori absolute din masuratorile
de colesterol si trigliceride in plasma combinata per grup la t=0, 6 si 13 saptamani. in
scopul acestei analize, fractiile 3-7 au fost considerate VLDL; 8-16 ca IDL/LDL si 17-24
ca HDL.

La t=0, inainte de Tnceperea tratamentelor, nu s-au observat diferente in profilurile
lipoproteice, in timp ce dupa 6 si 13 saptamani de tratament cu evinacumab nivelurile de
colesterol plasmatic, masurate in probele reunite pe grup, au fost scazute in varful VLDL-
LDL, deoarece comparativ cu grupul de control si a parut a fi crescut in varful HDL (vezi
figurile 4B si 4C). Profilurile trigliceridelor au prezentat un model similar (vezi figurile 5A,
5B si 5C).

Aceste date sunt in concordantd cu scaderile observate ale nivelurilor individuale de

colesterol total si trigliceride ale animalelor in timpul studiului.

ZONA LEZIUNII DE ATEROSCLEROZA
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Zona leziunii aterosclerotice este rezumata in Tabelul 6 si in Figurile 6A si 6B. Valorile
sunt zone de leziune absolute in radacina aortica pe sectiune transversala si exprimate

ca medii £ S.D. de 14-15 soareci per grup.

TABELUL 6
Aria leziunii pe sectiune transversala (*{1000 nm2)

Timp (saptamani) ) t=13
Control AB AVEG 2161
SD 493
Evinacumab AVG 133.0
SD 528
Aria leziunii: Valoare-P t=13
Control vs. evinacumab 0.001

Analiza neparametrica: Test U Mann Whitney

Suprafata totala a leziunii din radacina aortica a grupului de control a fost de 216082 ym?
pe sectiune transversala la sacrificiu la t=13 saptamani. Tratamentul cu evinacumab a
scazut semnificativ suprafata totala a leziunii cu 39% (p<0,001) in comparatie cu grupul

de control la sacrificiu.

ATEROSCLEROZA: NUMAR DE LEZIUNI

Numarul de leziuni aterosclerotice pe sectiune transversala este rezumat in Tabelul 7.
Valorile sunt valori absolute (numarul de leziuni) si exprimate ca medii + S.D. de 14-15

soareci per grup.
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TABELUL 7
Numar de leziuni pe sectiune transversala (*1000 um2)
Timp (saptadmani) =13
Contral AB AVG 50
SD 08
Evinacumab AVG 50
sD 1.1
Numdr de leziuni- Valoare-P =13
Control vs. evinacumab 0.880
Analiza neparametrica: Test U Mann Whitney

Nu au existat diferente in numarul de leziuni intre grupul tratat cu evinacumab in

comparatie cu grupul de control.

ATEROSCLEROZA: GRAVITATEA LEZIUNII

Rezultatele severitatii leziunii aterosclerotice sunt rezumate in Tabelul 8. Valorile sunt

procente din totalul leziunilor si exprimate ca medii + S.D. de 14-15 goareci per grup.

TABELUL 8
Severitatea leziunii (%)
Timp (saptdmani) | Leziuni usoare (Tip HI) Leziuni severe (Tip IV-V)

Control AB AVG 277 72.3

sD 10.6 10.6
Evinacumab AVG 368 63.2

sD 26.8 26.8
Severitatea leziunii: Valoare-P Mild (1-111) Severe (IV-V)
Control vs. evinacumab 0.451 0.451
Analiza neparametrica: Test U Mann Whitney

Nu au existat diferente in severitatea leziunii intre grupul tratat cu evinacumab in

comparatie cu grupul de control.
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Numarul de segmente aterosclerotice neafectate este rezumat in Tabelul 9. Valorile

reprezintd procentul de segmente non-aterosclerotice (,neafectate” sau sanatoase).

Valorile sunt medii + S.D. de 14-15 soareci per grup.

TABELUL 9

Segmente neafectate (%)

Timp (saptdmani)

Control AB AVG 24
sSD 89
Evinacumab AVG 28
sD 8.7
Segmente neafectate: Valoare-P =13
Control vs. evinacumab 0813

Analizd neparametrica: Test U Mann Whitney

Nu au existat diferente in cantitatea de segmente neafectate intre grupul tratat cu

evinacumab in comparatie cu grupul de control.

ATEROSCLEROZA: CONTINUT DE MACROFAGE

Continutul de macrofage al leziunilor este rezumat in Tabelul 10 si Figura 7A. Valorile

sunt valori absolute (um?*1000) sau valori relative (% din leziune) si exprimate ca medii

+ S.D. de 14-15 soareci per grup.

TABELUL 10
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Aria macrofagelor/sectiune transversala (pm2*1000)

Continut de macrofage (% din leziune)

Tipll-V TipIV-V Tip -V Tip V-V
Control AB AVG 259 27 12.9 121
SD 83 83 4.7 4.9
Evinacumab AVG 19.3 15.9 17.2 14.6
sD 9.7 10.6 7.7 56

Aria macrofagelor: Valoare- P

|Aria macrofagelor/sectiune transversala (Lm2*1000)

Continut de macrofage (% din leziune)

Tip Il -V

TipIV -V

Tip Il -V

TiplV -V

Control vs. evinacumab

0.070

0.070

0.102

0.227

Analiza neparametrica: Test U Mann Whitney

Tratamentul cu evinacumab a avut tendinta de a scadea continutul de macrofage pe

sectiune transversala in leziunile aterosclerotice de tip IV-V in comparatie cu grupul de

control. Aceasta diferenta nu a fost observata, totusi, dupa corectia pentru zona totala a

leziunii si exprimata ca procent de macrofage in leziunile de tip IV-V (Figura 7A).

ATEROSCLEROZA: CONTINUT NECROTIC

Continutul necrotic al leziunilor este rezumat in Tabelul 1 1 si Figura 7A. Valorile sunt

valori absolute (um?*1000) sau valori relative (% din leziune) si exprimate ca medii + S.D.

de 14-15 soareci per grup.

TABELUL 11

Aria necrotica/sectiune transversala(pm2*1000)

Continut necrotic (% din leziune)

Tip -V Tiplv-V Tip -V TiplV-V
Control AB AVG 19.4 18.8 88 9.0
sSD 10.2 10.2 34 36
Evinacumab AVG 6.0 58 4.5 4.9
sD 38 39 20 1.8

Aria necrotica: Valoare-P

Aria necrotica/sectiune transversala(pm<*1000)

Continut necrotic (% din leziune)

Tipll -V

Type V-V

Tip -V

Tip V-V

Controlvs. evinacumab <0.001

<0.001

<0.001

0.001

Analiza neparametrica: Test U Mann Whitney
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Tratamentul cu evinacumab a scazut semnificativ continutul necrotic pe sectiune
transversala in leziunile aterosclerotice de tip V-V comparativ cu grupul de control (cu
69%, p<0,001). Dupa corectia pentru zona totala a leziunii, procentul zonei necrotice in
leziunile de tip IV-V a fost, de asemenea, semnificativ scazut in comparatie cu grupul de
control (cu 45%, p=0,001) (Figura 7A).

ATEROSCLEROZA: CELULELE MUSCULARE NEDETE iN CAPACUL FIBROTIC

Cuantificarea celulelor musculare netede (SMC) in capacul fibrotic al leziunilor este
rezumata in Tabelul 12 si Figura 7B. Valorile sunt valori absolute (um?2*1000) sau valori

relative (% din leziune) si exprimate ca medii £ S.D. de 14-15 soareci per grup.

TABELUL 12
Aria SMC/sectiune transversala (pm2*1000) SMC (% din leziune)
Tip F-v Type IV-V Tip -V Tip V-V
Contral AB AVG 249 234 121 121
sD 7.7 7.7 32 33
Evinacumab AVG 15.8 14 .4 13.5 13.7
sSD 7.5 8.0 42 4.6

Aria SMC: Valoare -P Aria SMC/sectiune transversala (um2*1000)

Tip -V Tip V-V

Continut SMC (% din leziung)
Tiplll -V

TipIvV-V
Controlvs. evinacumab 0.005 0.009 0.217 0.210

Analiza neparametrica: Test U Mann Whitney

Tratamentul cu evinacumab a scazut semnificativ aria celulelor musculare netede (SMC)
pe sectiune transversala in leziunile aterosclerotice de tip IV-V in comparatie cu grupul
de control (cu 39%, p=0,009). Cu toate acestea, dupa corectia pentru leziunea totala,
procentul de SMC din capacul fibrotic in leziunile de tip IV-V nu a scazut semnificativ in

comparatie cu grupul de control (Figura 7B).

ATEROSCLEROZA: CONTINUT DE COLAGEN
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Continutul de colagen al leziunilor este rezumat in Tabelul 13 si Figura 7B. Valorile sunt

valori absolute (um?*1000) sau valori relative (% din leziune) si exprimate ca medii + S.D.

de 14-15 soareci per grup.

TABELUL 13

Avia de colagen/sectiune transversala (um2*1000)

Continut de colagen (% din leziune)

Tip Il -V Tip IV -V Tip Il -V Tip IV -V
Control AB AVG 102.6 96.9 487 485
SD 34 .0 347 8.7 9.2
Evinacumab AVG 62.0 58.1 487 52.3
SD 29.2 305 10.3 8.2

Aria de colagen: Valoare-P

Avia de colagen/sectiune transversala (um2*1000)

Continut de colagen (% din leziune)

Tip Il -V

Tip IV -V

Tip -V

Tip IV -V

Control vs. evinacumab

0.005

0.009

0.813

0.227

Analiza neparametrica: Test U Mann Whitney

Tratamentul cu evinacumab a scazut semnificativ continutul de colagen pe sectiune

transversala in leziunile aterosclerotice de tip 1V-V comparativ cu grupul de control (cu

40%, p=0,009). Cu toate acestea, dupa corectia pentru suprafata totala a leziunii,

procentul de colagen in leziunile de tip IV-V nu a scazut semnificativ in comparatie cu

grupul de control (Figura 7B).

ATEROSCLEROZA: ADEZIUNEA MONOCITARA

Procentul de monocite pe sectiune transversala este rezumat in Tabelul 14. Valorile sunt

valori absolute (numarul de monocite aderente pe sectiune transversala) si exprimate ca

medii + S.D. de 14-15 soareci per grup.

TABELUL 14
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Mumar de monicite pe sectiune fransversala
Control AB AVG 34
ontro sp 1.2
Evinacumab AVG 3.5
sD 1.2
Monicite: Valoare-P Mumar de monicite pe sectiune transversala
Controlvs. evinacumab | 0.983

Analiza neparametrica test U Mann Whitney

Aderenta monocitelor la endoteliul activat din peretele vasului radacinii aortice nu a fost

afectata de tratamentul cu evinacumab in comparatie cu grupul martor.

ATEROSCLEROZA: INDICE DE STABILITATE

Stabilitatea placii leziunilor (exprimata in termeni de indice de stabilitate) este rezumata
in Tabelul 15. Indicele de stabilitate este definit ca suma a markerilor de stabilizare SMC
si a continutului de colagen impartita la suma markerilor de destabilizare a continutului
de macrofage si necrotic. Aceasta valoare oferd o masura pentru stabilitatea placii.

Valorile sunt medii + S.D. de 14-15 soareci per grup.
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TABELUL 15

Indice de stabilitate in tipul IV -V

% SMC + % colagen)/(% macrofage + % necroze)

Control AB AVG 3.2
sSD 1.3
Evinacumab AVG 3.7
sSD 1.7
Index de stabilitate: Indice de stabilitate in tipul IV -V
Valoare-P

% SMC + % colagen)/(% macrofage + % necroze)

Controlvs. evinacumab | 0.329

Analiza neparametrica: Test U Mann Whitney

Tratamentul cu evinacumab nu a avut un efect asupra indicelui de stabilitate in

comparatie cu grupul de control.
REZUMAT

ASPECTE DE SECURITATE

Nu s-au observat efecte asupra greutatii corporale (crestere) si a aportului alimentar de

tratamentul cu evinacumab in comparatie cu controlul.

REDUCEREA NIVELURILOR VLDL SI LDL

APOE*3 Leiden. Soarecii CETP sunt un model bine stabilit pentru familial
disbetalipoproteinemia (FD) la om, care se caracterizeaza prin acumularea de
lipoproteine ramase si o crestere a raportului VLDL-C la LDL-C. Profilul lipoproteinelor in
APOE*3Leiden. Soarecii CETP reflecta pe cel al pacientilor cu FD cu un raspuns similar
la terapiile de modificare a lipidelor. Acest lucru este ilustrat de o reducere comparabila
a colesterolului in toate scaderile de lipoproteine care contin apoB cu tratamentul cu
statine 25 si fenofibrat si niacina.

in studiul de fata, tratamentul cu evinacumab a scazut semnificativ colesterolul total
mediu (TC) (-52%, p<0,001) si trigliceridele (TG) (-84%, p<0,001) in comparatie cu

controlul, care a fost limitat la non-fractii HDL.
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REDUCEREA DIMENSIUNII LEZIUNII SI A ZONEI NECROTICE

In studiul actual, evinacumab a scizut semnificativ dimensiunea leziunii (-39%, p<0,001)
in comparatie cu grupul de control. Nu au fost gasite diferente semnificative in ceea ce
priveste numarul de leziuni, segmentele neafectate sau severitatea leziunii.

Tratamentul cu evinacumab a scazut semnificativ continutul necrotic ca procent din
dimensiunea totala a leziunii in leziunile severe de tip IV-V (cu 45%, p=0,001), dar nu a
afectat continutul de macrofage, continutul de colagen sau zona SMC, rezultdnd o
stabilitate similara a leziunii. index ca grup de control. Evinacumab nu a afectat recrutarea
monocitelor la endoteliul activat.

Continutul necrotic a fost singurul marker al compozitiei placii care a fost modificat atat in
ceea ce priveste suprafata absoluta, cat si ca procent din suprafata totala a leziunii. O
explicatie potentiala poate fi o schimbare a compozitiei populatiei de macrofage din placa
de la macrofagele M1 ,ucigase” mai proinflamatorii la macrofagele M2 ,reparatoare” mai

vindecatoare, care pot elimina colesterolul din placa.
CONCLUZIE

Rezultatele prezentate in acest exemplu, in mod colectiv, arata ca anticorpul monoclonal
anti-ANGPTL3, evinacumab, scade lipidele plasmatice si previne progresia
aterosclerozei in APOE*3Leiden.soareci CETP. Evinacumab nu a avut un efect asupra
numarului de leziuni, severitatii leziunii sau stabilitatii placii, dar a redus semnificativ zona

leziunii si zona centrala necrotica.



