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PATENT_ COOPERATION TREATY PCT/1B2010/001210

ADVANCE E-MAIL

PCT
NOTIFICATION OF THE ﬁECORDING'\

OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and
Administrative Instructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

WOODS, Geoffrey, Corlett
J.A, Kemp & Co.
14- South Square
..Gray's Inn
" London WC1R 544
"ROYAUME-UNI

Date of mailing (day/month/year) o
13 October 2011 (13.10.2011)

Applicant's or agent's file reference

3 TANT NOTIFI N

N.111160 IMPORTANT FICATIO

International application No. International filing date (dawmonth/vear)
PCT/1B2010/001210

. 04 May 2010 (04.05.2010)

‘ I. The following indicatious appeared on record concerning;

[ the agent [ the common represcntative

Dd the applicant [ the inventor

Name and Address : State of Nationality State of Residence
PANGENETICS 110 B.V. - NL NL
Yalelaan 46 Telephone No.

NL-3584 CM Utrecht .

Netherlands

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Burcau hereby miotifies the applicant that the following change has been recorded concemning;

. Meeuwenlaan 4
q P.0O.Box 365
NL-8000 AJ Zwolle
Netherlands

the person [ “the name " . . B the address . [J the nationality [ the residence

Name and Address - ' ) State of Nationality State of Residence

ABBOTT RESEARCH B.v. NL NL
Telephone No.

Facsimile No,

E-mail address
[] Notifications by e-mai} authorized

3. Funher observations, if necessary:

4. A copy of this notification has been sent to:
[[] therecciving Office - .
[[] the Interational Searching Authority

[] the Authonity(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concemed

the elected Offices concerned

other:

00RO

The International Bureau-of WIPQ
34, chemin des Colombettes
1211 Gencva 20, Switzetiand

Facsunile No. +41 22 910 06 10

Authorized officer
' Diot Sylvie

e-mail fo.ib@wipo.int

Form PCT/iB/306 (January 2009)

’ Telephone No. +4122 338 9608
S 1/UACTVSMPY
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'PATENT COOPERATION: TREATY PCT/IB2010/001210

ADVANCE E-MAIL

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING
OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis.1 and

Administrative Ins(rubtibns,'Section 422) .

From: the INTERNATIONAL BUREAU

Tao:

WOODS, Geoffrey, Corlett
J.A, Kemp & Co,

14 South Square

Grays inn

London WC1R 5JJ

Date of mailing (dawmonth/vear)
15 February 2011 (15.02. 2011)

. ROYAUME-UN)

Applicant's or agent's file reference

N.111160

IMPORTANT NOTIFICATION

International application Neo,

PCT/1B2010/001210

- International filing date (daywmorthivear}
04 May 2010 (04.05.2010)

B the applicant ‘the inventor

. 1. The following indications appeared on record concerning;

(] the'agent . [J the common representative

Name and Address

State of Nationality State of Residence

Telephone No.

IFacsimile No.,

E-mail address

2. The Intemational Bureau hereby nofifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

Bd ihe person [ the name - _ (1 the address [] the nationality [ the residence

Name and Address

BEST, Andrea
‘510 Buena Road

Lake Forest, IL 60045
United States of America

State of Nationality State of Residence
us us
Telephone No.

Facsimile No.

LE-mail address
[J Netifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessarv

The person indicated in box 2 has been added to the record as lnventor for all designated States and applicant for US only.

4. A copy of this notification has been sent to:
[[] the receiving Office .
[C] the International Searching Authority

[J the Autherity(ies) specified for supplementary search

_ 'the' International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned
the elected Offices concerned

. other:

noxROl

The International Bureau of WIPQ
34, chemin des Colombetties
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. +41 22 910 06 10

Authorized officer

GarciaM Sonnia
e-mail ro.ib_@wipo.im
Telephone No. +4122 338 8012

Form PCT/IB/306 (January 2009)

/ERKKIBUIO
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PCT/IB2010/001210

* .. From the INTERNATIONAL BUREAU

To: -

WOODS, Geoffrey, Corlett
" J.A. Kemp & Co.

14 South Square

Gray's Inn

London WC1R 5JJ

Date of mailing (day/menth/year} .
15 February 2011 (15.02.2011) . _

ROYAUME-UNI

Applicant's or agent's file reference

PORTANT NOTIFICATION

N.111160 IMPORTANT NOTIFICA

International application No. International filing date (day/monthivear)
PCT/1IB2010/001210

04 May 2010 (04.05.2010)

. 1. The following indications appeared on récord concemming:

the applicant - B the inventor

Namce and Address

[ the agent [ the common represcntative
s State of Nationality State of Residence
' Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

(4 the person [ the name

2. The Intemational Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning;

[] the address

[ the nationality [ the residence

Name and Address

LIU, Wei

1287 Derby Lane

Mundelein, IL 60060
United States of America

State of Nationality State of Residence
CN us
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address
[] Notifications by ¢-mail authorized

3. Turther observations, if nccessary:

The person indicated in box 2 has been added to the record as inventor for all designated States and applicant for US only.

4. A copy of this notification has been sent to:
[ the receiving Office
[0 the International Searching Authority
[] the Authority(ies) specified for supplementary search

the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned

_the elected Offices concerned
other:

OORO

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland .

Facsimile No. +41 22 910 06 10

Authéﬁzéd officer
GarciaM Sonnia

e-mail ro.ib@wipo.int
Telephone No. +4122 338 8012

Form PCI/IB/306 (January 2009)

I/ERKLECCBO
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PATENT COOPERATIdN TREATY PCT/IB2010/001210

ADVANCE E-MAIL N
o P From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT =

. WOODS, Geoffrey, Corlett

NOTIFICATION OF THE RECORDING - JA Kemp & Co.
OF A CHANGE : 14 South Square
o . : " Gray's Inn
(PCT Rule 92bis:1 and o London WC1R 544
Administrative Instructions, Section 422) . - | ROYAUME-UNI

Date of mailing (day/monthivear)
15 February 2011 (15.02. 2011)

Applicant’s or agenl’s file reference

N.111160 . - X ‘- S ' IMPORTANT NOTIFICATION
International application No. : . "1 International filing date (day/month/year)
PCT/IB2010/001210 ' . : . 04 May 2010 (04.05.2010)
. 1. The following indications appeared on ,}écord concerning:
D the applicant the inventor - [ the agent " - [] the common representative
Name and Address : o oo ' Statc of Nationality [ State of Residence
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the followmg change hés been recorded concemning;

B8 the person [ the name [J the address -+ - [ the nationality ] the residence

Name and Address , ) , 3 L State of Nationality State of Residence
‘DUTTA, Sandeep o ' o ' IN us

7303 Clem Drive . : ) : Telephone No.

Gumee, 1L 60031
United States of America

Facsimile No.

E-mail address
] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:
The person indicated in box 2 has been added to the record as rnventor for all designated States and applicant for US only.

4, A copy of this notification has been sent to:
[J the receiving Office :
[7] the International Searching Authority

- the International Preliminary Examining Authority
the designated Offices concerned
the elecied Offices concerned

OO

[ the Authority(ies) specified for supplementary search’ " other:
The International Buregu of WIPO . Authorized officer
34, chemin des Colombetics ; : Lo ] .
1211 Geneva 20, Switzerland - GarciaM Sonnia
e : e-mail ro.ib@wipo.int
Facsimile No. +41 22910 06 10~ o " | Telephone No. +4122 338 8012

Form PCT/IB/306 (January 2009) - ' ' ) I/ERKLCR6MO
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- i’ATENT COOPE'R_ATION‘ TREATY PCT/1B2010/001210

ADVANCE E-MAIL

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING

OF A CHANGE

(PCT Rule 92bis-] and
Administrative lnstructions, Section 422)

From the INTERNATIONAL BUREAU

To:

'WOODS, Geoffrey, Corlett
- J.A. Kemp & Co.

14 South 8Square
~ Gray's Inn

London WC1R 5JJ

Date of mailing ¢day/monthiyear) g
15 February 2011 (15.02. 2011)

ROYAUME-UN]|

Applicant's or agent’s file reference

IMPORTANT NOTIFICATION

N.111160 ¥ ‘

Imemational application No, lmematmnal filing date (day/month/year)
PCT/iB2010/001210 .

04 May 2010 (04.05.201 )]

the applicant X the inventor

qT The following indications appeared on record concerning;
g . -

O the agent [] the common representative

Name and Address

State of Nationality State of Residence

Telephone No.

Facsimile No,

E-mail address

2. The Intemational Bureau hercby notifies the apphcant that the followmg ch'mgf: has been recorded concerning;

B the person [ the name O the address - . |:| the nationality ] the residence

Name and Address

HALL, Jerry, A,

451 Cross Road

Gurnee, L 60031

United States of America .

State of Nationality State of Residence
us us
Telephone No,
Facsimile No.

E-mail address
[[] Netifications by e-mail authorized

3. Further observations, if niecessary: -

The person indicated in box 2 has been added to the record as |nventor for all designated States and applicant for US only.

4. A copy of this notification has been sent to:
[] the receiving Office
[C] the International Searching Authonly

[] the Authority(ies) specified for supplcmentar} séarch

the International Preliminary Examining Authority
- the designated Offices concerned

the elected Offices concerned

other:

OORO

The International Bureau of WIPO
34, cheinin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

Facsimile No. -++41 22 910 06 10

Authorized officer
GarciaM Sonnia

c-mail-rg.ib@wipo.int
Telephone No. +4122 338 8012

Form PCT/IB/306 (January 2009)

I/ERKLBYA30
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization
Intemational Bureau

(43) International Publication Date
11 November 2010 (11.11.2010)

|
WMPS

{00 R

(10) International Publication Number

WO 2010/128398 Al

(51) International Patent Classification:
CO7K 16/22 (2006.01)  ~ CI2ZN 15/13 {2006.01)
A6IK 39/395(2006.01)  AGIP 25/00 (2006.01) .
CI2N 5/10(200601) - '

(21) International Application Number: -+

{22) Imternational Filing Date;
. 4May 2010 (04.05.2010)

(25) Filing Language: - English

(26) Publication Language: . English
(30) Priority Data: ~ -
61/175,228 4 May 2009 (04.05.2009) us
61/227,251 21 July 2009 (21.07.2009) - US.
61/238,813 1 September 2009 (01.09.2009) us
61/252,314 16 October 2009 (16.10.2009) us

(71) Applicant (Jor all designated States except US): PAN-'
GENETICS 110 B.V. [NLNL]; Yalclaan 46, N1L-3584
CM Utrecht (NL). .

(72) Inventors; and - ’ - )

(75) Iventors/Applicants (for US only): POWELL, John
{GB/GBJ; 28 Short Road, Stretham, Ely, Cambridgeshire
CB6 3LS (GB). MAGINN, Mark [IE/GB]; 53 High
Street, Wilburton, Cambridgeshire CB6 3RA (GB). CAS-
SON, Duncan”[GB/GB], The Paddock, Pedlers Lane,
Therfield, Royston, Hertfordshire SG& 9PX (GB).

(74) Agent: WOODS, Geoffrey, Corleit; j.A. Kemp & Co.,
14 South Square, Gray's I, London WCIR 517 (GB).

PCT/IB2010/001210 _

(81)

&4

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of national protection available): AE, AG, AL, AM,
AQ, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BH, BR, BW, BY, BZ,
CA, CH, CL, CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DO,

. DZ, EC, EE, EG, ES, FI, GB, GD, GE, GH, GM, GT,
CHN, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JI', KE, KG, KM, KN, KP,

KR,’KZ, LA, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LY, MA, MD,

"ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,

NO, NZ, OM, PE, PG, PH, PL, PT, RO, RS, RU, SC, SID,

-SE, 8G, SK, SL, SM, ST, SV, SY, TH, TJ, T™M, TN, TR,
"TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, ZA, ZM, ZW.

Designated States (unless otherwise indicated, for every
kind of regional protection available). ARIPO (BW, GH,
GM, KI, LR, LS, MW, MZ, NA, 8D, SL, SZ, TZ, UG,
ZM, ZW), Eurasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), European (AL, AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,

- EE, ES, FI, FR, GB, GR, HR, HU, IE, 18, IT, LT, LU,

LV, MC, MK, MT, NL, NO, PL, PT, RO, SE, 8I, SK,

- 8M, ‘TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GQ,
- GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

with international search repore (Art. 21(3))

before the expiration of the time limit for amending the
claims and to be republished in the event of receipt of
amendments (Rule 48.2(k))

with sequence listing part of description (Rule 5.2(a))

(54) Title: ANTIBODIES AGAINST NERVE GROWTH FACTOR‘(NGF) WITH ENHANCED IN VIVO STABILITY

(57) Abstract: The present invention provides anti-netve growth factor (NGF) antibodies that contain an 1g(G4 constant region
comprising a stabilizing hinge rcgion mutation and whercit the antibodies exhibit an unexpectedly long serum half life in
cynomolgus monkeys. Pharmaceutical compositions compiising the anti-NGF antibedies, mucleic acids encoding the NGF anti-
bodies, host cells for expressing the NGF antibodies and methods of using the antibodies for treating NGF-related discases or con-

ditions are also provided.
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ANTIBODIES AGAINST NERVE GROWTH FACTOR (NGF)
S 'WITH ENHANCED IN VIVO STABILITY

Background of the Invention

Nerve gfow’t"h factor (NGF) is a secreted pro't_ein that was discovered over 50
years ago as a molecule that promotes the survival and differentiation of sensory and
sympathetic neufons. The beta chain of NGF is solely responsible for the nerve growth
stimulating activity of NGF. The beta éhain ‘hmfiodimerizes and is incorporated into a
larger protein complex. NGF is a member of a family of neurotrophic factors known as
neurotropliins. NGF binds with high afﬁnity to a tropomyosin receptor kinase known as
TrkA. NGF is also capable of binding a_receptdr__kr}own as p75""%, a member of the
tumor necrosis factor receptor superfamily, which also interacts with other
neurotrophins. The structure and function of NGF is reviewed in, for example,
Sofroniew, M.V. et al. (2001) Anna. Rev. Neuros&i 24:1217-1281; Weismann, C. and de
Vos, A M. (2001) Cell. Mol. Life Sci. 58: :748- 759 Fahnestock, M. (1991) Curr. Top.
Microbiol. Immunol. 165:1-26.

Although NGF was originally identif—ie'd‘for its ability to promote the survival
and differentiation of neurons, there is growing evidence that these developmental
effects are only one ‘aspect of the biology of NGF. In particular, NGF has been
1mphcated in the transmission and maintenance bf persistent or chronic pain, For
example, both local and systemic administration of NGF have been shown to elicit
hyperalgesia and allodynia (Lewin, G.R. et al. (1.994) Eur. J. Neurosci. 6:1903-1912).
Intravenous infusion of NGF in humans produces a whole body myalgia while local
administration evokes injection site hyperalgesia and allodynia in addition to the
systemic effects (Apfel, S.C. et al. (1998) Neurology 51:695-702). Furthermore, in
certain forms of cancer, exeéss .NGF facilitates. the growth and infiltration of nerve fibers
with induction of cancer pain (Zhu, Z. et al. (1999)J. Clin. Oncol. 17:241-228).

The involvement of NGF in chronic Iﬁain_has-led to considerable interest in
therapeutic approaches based on inhibitin g the effects of NGF (see e.g., Saragovi, H.U.
and Gehring, K. (2000) Trends Pharmacol. Sci. 2_1:93-98). For example, a soluble form
of the TrkA receptor was used to block the activity of NGF, which was shown to
significantly reduce the formation of neuromas, responsible for neuropathic pain,
without damaging the cell bodies of the ]cswned neurons (Kryger, G.S. ef al. (2001) J.
Hand Surg. (Am ) 26 635- 644)

Another apploach to neutralizing NGF actmty is the use of anti-NGF antibodies,
examples of whlch antibodies have been described (see e.g., PCT Publication Nos. WO
2001/78698, WO 2001/64247, WO 2002/096458, WO 2004/032870, WO 2005/061540,
WO 2006/'131951,’ WO 2006/110883, U.S. Patent No. 7,449,616; U.S. Publication Nos.
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US 20050074821, US 20080033157, US 20080182978 and US 20090041717). In
animal models of néuropathic pain (e.g., nerve,tfimk or spinal nerve ligation) systemic
injection of neutralizing antibodies to NGF prevents both allodynia and hyperalgesia
(Ramer, M.S. and B_isby,' M.A. (1999) Eur. J. Neurosci. 11:837-846; Ro, L.S. et al.
(1999) Pain 79:265-274). Furthermore, tl'eat1nént w{th a neutralizing anti-NGF antibody
produces significant pain reduction in a mur ine cancer pain model (Seveik, M.A. et al.
(2005) Pain 115:128-141).

Thaus, in view of the foregoing, additibﬁal NGF antagonists are desirable.

Summary of the Invention

This invention provides anti-NGF anﬁbodies that exhibit enhanced in vivo
stability. In pamcu]ar ‘'the invention provides an anti-NGF antibody comprising a
human IgG4 constant region, wherein the human IgG4 constant region comprises a
mutation, preferably a hinge region mutation, and wherein the antibody exhibits an
unexpectedly long terminal elimination half h'f.e,_éuch as a terminal elimination half life
in a cynomolgus monkey of at least 15 days and iypica]ly in the range of about 15 to
about 22 dayé (or a range of 15 days to 22 days), or in a range of about 15 days to 28
days (or in a range of 15 days to 28 days), orin the range of about 21 days to about 28
days (or in range of 21 days to 28 days). This stabilized anti-NGF antibody (e.g., hinge-
stabilized ant;body) also exh;blts a-terminal elimination half life in rats of at least 8 days,
typically in the range of about 8 to about 9 days (01 in range of & to 9 days). In yet other
embodiments, the stabilized anti-NGF antlbody (e g- hinge-stabilized antibody) may
exhibit a mean terminal elimination half life in-humans of at least 10-30 days, or at least
10 days, at least 15 days, at least 20 days, at Jeast 25 days, at least 30 days or in a range
of about 10 days to about 40 days or in a 1'anlgé of about 15 days to about 30 days (or in a
range of 10 to 40 da_ys or in a range of 15 to 30 days). In yet other embodiments, the
stabilized anti-NGF antibody (é.g.,- hinge-stabilized antibody) may exhibit a mean
pharmacologic half life in humahs of at least 30 days, or at least 35 days, or at least 40
days, orin a Jancrc—: of at least four to six weeks (or in-a range of four to six weeks), or in
a range of at least four to seven weeks (or in a range of four to seven weeks) orin a
range of at least four to eight weeks (or in a range of four to eight weeks).

‘Preferably, the mutation in the IgG4 constant.region is a hinge region mutation.
Even more preferably, the hinge region mutation-in.the IgG4 constant region comprises
mutation of the Scriﬁe at the'amino acid position corresponding to amino acid position
108 of SEQ ID NO: 9 (which shows the wild type amino acid sequence of the human
IgG4 constant J'egioﬁ). Accordingly, the invéntiqn provides an anti-nerve growth factor
(NGF) antibo.dy' having a human IgG4 constant region, said human IgG4 constant region

containing a hinge region mutation comprising the mutation of serine at the amino acid
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position correspondino to amino acid positionnlOS of SEQ ID NO: 9. More preferably,
the serine at the amino acid position cort espondmo to amino acid position 108 of SEQ
ID NO: 9 is mutated to proline. Ina preferred embodlment the human IgG4 constant
region of the anti-NGF antibody comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO: 10.
Alternatively, other possible IgG4-stabilizing mutations are described herein.

A preferred anti-NGF antibody of the i mvent]on is antibody PG110, the heavy
chain amino acid sequence of which is shown i in SEQ ID NO: 13 and the light chain
amino acid sequence of which i$ shown i in SEQ ID NO: 16. Accordingly, the invention
provides an anti-NGF antibody comprising a human IgGG4 constant region, wherein the
antibody comprises a heavy chain comprisiﬁg t_hé‘ amino acid sequence of SEQ ID NO:
13and a ]ighf Ichain comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 16. In another
embodiment, the inventibn provides anti-NGF antibody comprising a human 1sG4
constant region, wherein the antibody. compuses a hcavy chain encoded by the
nucleotide sequence of SEQTD NO: 11 and a hght cham encoded by the nucleotide
sequence of SEQ ID NO: 14. Iii yet another embodiment, the invention provides an
anti-NGF antibody f:omprising a heavy chain Eém‘prising the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 13, wherein the antibody has a terminal elimination half-life in a
cynomolgus monkey of at least 15 days (and typically in the range of about 15 to about
22 days, or in a range of 15 to 22 days, orin a range of about 15 days to 28 days, orina
range of 15 to 28 days, or in the range of about 21 'da-ys to about 28 days or in range of
21 to 28 days), and/or has a terininal e'liminati‘c_m h'aif—life in a human of at least 10-30
days (or at least 10 days, or at least 15 days, or.at least 20 days, or at least 25 days, or at
least 30 days or in a'range of about 10 dayé to about 40 days or in range of about 15 to
about 30 days, or in a range of 10 to 40 days-or in range of 15 to 30 days). Additionally
or alternatively, the antibody may exhibit a mean pharmacologic half life in humans of
at least 30days, or at least 35 days, or at least 40 days, or in a range of at least four to six
weeks (or in a range of four to six weeks), orin a range of at least four to seven weeks
(or in a range of four to seven weeks) or in a range of at least four to eight weeks (orin a
range of four to eight weeks). Prefer ably,.t_he_heavy chain is encoded by the nucleotide
sequence of SEQID NO: 11. Preferably, the a.ntibody comprises a light chain
comprising the amino acid sequence of‘SEQ ID NO: 16. Preferably, the light chain is
encoded by the nucleotide sequence of SEQ 1D NO: 14,

In another embodiment, the anti-NGF antibody comprises a heavy chain variable
region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 1 (which shows the heavy
chain variable region of PG110). Tn another embodiment, the anti-NGF antibody
comprises a light chain variab]e'recri on'compn'sino the amino acid sequence of SEQ ID
NO: 2 (which shows the light chain variable chlon of PG110). In yet another

embodiment, the anti-NGF antibody comprises a heavy chain variable region comprising
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the amino acid sequence of SEQ ID NO landali ght chain variable region comprising
the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2. In still anothel embodiment, the anti-NGF
antibody competes for binding to NGF with ai ant1body comprising a heavy chain
variable chlon comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 1 and a light chain
variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2.

In another embodiment, the anti-NGF antibody cornprises a heavy chain variable
region comprising CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid sequences of SEQ ID NOs: 3,
4 and 5, respectively (whelem SEQ ID NOs: 3, 4 anid 5 show the heavy chain variable
region CDRs 1,2 and 3, reqpectlvely, of PG1 10) In another embodiment, the anti-NGF
antibody comprises a light chain variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 having the
amino acid sequences of SEQ ID NOs: 6, 7 énc} '8,-rclspectively (wherein SEQ ID NOs:
6,7 and 8 shc’);w the light chain vartable region CDRs 1, 2 and 3, respectively, of
PG110). In still another embodiment, the anti-NGF antibody comprises a heavy chain
variable region comprising CDRs 1,2 and 3 havmo the amino acid sequences of SEQ ID
NOs: 3, 4 and 5, respectively, and comprlses a hoht chain variable region comprising
CDRs 1, 2 and 3 having the aminho acid sequences of SEQ ID NOs: 6, 7 and 8,
respectively.

Preferably, the anti- NGF antlbody has one or more of the following functional
properties: .

‘a) binds to human NGF but does not bind to human brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), human HCUIOtl ophin 3 (NT-3) or human
neurotrophin 4 (NT-4); '

b) binds to human or rat NGF wnth a KD of 100 pM or less;
¢) inhibits binding of NGF to TrkA or p75™®,
d) inhibits NGF-dependent proliferation of TF-1 cells;
~ e) inhibits NGF-dependent chick dorsat root ganglion survival;

‘f) inhibits NGF-dependent PC12 cell neurite outgrowth.

In another embodiment, the anti-NGF antlbody of the invention does not exhibit
a rebound effeci when administered to a subject. For example, a dosage amount and
dosing frequency of administration forthe antibody can be selected such that the
antibody does not exhibit a rebound effect whén administered to a subject.

In another eﬁibodiment, an anti-NGF antibody of the invention is capable of
alleviating pain in a subject for a long.dﬁration; for example for a duration of at least
about one week, or at least about two weeks, or at least about four weeks, or at least
about eight weeks, or at least about twelve weeks or at least about one week to about
twelve weeks, or at least about four weeks to about twelve weeks, or at least about eight
weeks to about twelve weeks, or for a duration of at least one week, or at least two

weeks, or at least four weeks, or-at least eight we_éks.or at least twelve weeks or at least
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one to twelve weeks, or at least four to twelve weeks, or ‘at least eight to twelve weeks
after administration:of a single dose of the anti-NGF antibody to the subject.

In a particularly preferred embodiment, the 'ihvcntion provides an anti-NGF
antibody that has the Combiﬁed advanta%dusféaturcq of an extended terminal
elimination half life and a prolonged duration of pam alleviation. Accordingly, the
invention also provides an anti-NGF antlbody compusmo a human Ig(G4 constant
region, wherein the human IgG4 constant region comprises a mutation (preferably a
hinge region mutation), wherein the antibody hds a terminal elimination half-life in a
human of at least 10-30 days or at least 10 days or'at least 15 days, or at least 20 days,
or at least 25 days, or at least 30 days orina range of about 10 days to about 40 days or
in a range of about 15 days to about 30 days (orin a range of 10-40 days or in a range of
15-30 days), and wherein the antibody allev1ates pain for a duration of at least about one
week to about twelve weeks, or at least one week to twelve weeks, or at least about four
weeks to about twelve weeks, or at least four weeks to twelve weeks, after
administration of a Single dose the antibody to a _hmrian subject (or at least one week, or
at least two weeks, or at Iea}st four weeks, or at lcdét' Ieight weeks, or at least twelve
weeks, or one to twelve weeks, or four-to twel;}e. weeks, or eight to twelve weeks, after
administration of a single dose of the antiboc_l)‘/‘tlo a human subject). Preferably, the
hinge region ;nuta_tibn comprises mutation of the serine at the amino acid position
correspondin'g_to amino acid position 108 of SEQ ID NO: 9, preferably a serine to
proline mutation at the amino acid position corresponding to amino acid position 108 of
SEQ ID NO: 9. More preférably, the human IgG_4» constant region comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO: 10. In various @mbodiments, the antibody may exhibit
one or more of the functional properties described herein. In a preferred embodiment,
the antibody competes for binding to NGF w1th an antibody comprising a heavy chain
variable region conriprising the amino acid sequeﬁcc of SEQ ID NO: 1 and a light chain
variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2.

In yet another endbo_diment, the invention provides an anti-nerve growth factor
(NGF) antibody comprising a human 1gG4 conétgnt i'egion, wherein the human IgG4
constant region cormiprises the amino acid sequence 'of SEQ ID NO: 10, and wherein the
antibody binds to human or rat NGF with a KD of 100 pM or less, inhibits binding of
NGF to TrkA or p75™"® with an ICsq of 250 pM or less, and inhibits NGF-dependent
proliferation of TE-1 cells with an ICsg of 50 ng/ml or less. Preferably, the antibody has
mean terminal elimination half-life in humans of at least 10-30 days, or at least 10 days,
or at least 15 days; or at least 20 days, or at léast 25 days, or at least 30 days or in a
range of about 10 days to about 40 days or in a ran ge of about 15 days to about 30 days
(orin a range of 10- 40 days-or in a range of 15-30 days) Additionally or alternatively,
the antibody may exhibit a mean pharmacologic half life in humans of at least 30 days,
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or at Jeast 35 days, or at least 40 days,' or in a range of at least four to six weeks {(or in a
range of four to six weeks), or in a range of at least four to seven weeks (or in a range of
four to seven weeks) or in a range of at least foul"'t'o'eight weeks (or in a range of four to
eight weeks). The antibod)'( may further exhibit _on{;‘or more additional functional
properties, such as binding to human NGF but not binding to human brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), human neuronophm 3 (N T-3) or human neurotrophin 4
(NT-4); inhibiting NGF-dependent chick dorsal root ganglion survival; and/or inhibiting
NGF-dependent PC12 cell neurite outglowth. Preferably, the antibody alleviates pain
for a duration of at least about one weck to about twelve weeks, or at least about four
weeks to about twelve weeks, or at Jeast about 610ht weeks to about twelve weeks, or at
least one week to twelve weeks or at least fom week'; to twelve weeks or at least eight
weeks to twelve weeks (or at least one week, or at least four weeks, or at least eight
weeks, or at ]east twelve weeks, or for one to twelve weeks or for four to twelve weeks,
or for eight to twelve weeks) after admmlstratlon of a single dose the anti-NGF antibody
to a subject. Preferably, the antibody comprises a heavy chain variable region
comprising CDRs 1., 2 and 3 having the amino zic;id sequences of SEQ 1D NOs: 3, 4 and
3, respectively, or the antibody comprises a light 6l11'z§in variable region comprising CDRs
1,2 and 3 having the amino acid sequences of SEQ ID NOs: 6, 7 and 8, respectively, or
the antibody comprises a heavy chain varizib_]é fegior} comprising CDRs 1, 2 and 3
having the amino acid sequences of SEQ ID -NQ%: 3, 4 and 5, respectively, and a light
chain variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid sequences of
SEQ ID NOs: 6, 7.and 8; respectively. Preferably, the antibody comprises a heavy chain
variable region con{prisMg'thc amino acid sequénc;e of SEQ ID NO: 1 or the antibody
comprises a light chain variablé region compri_sin‘g Ehe amino acid sequence of SEQ ID
NO: 2, or the antibody comprises a heavy chain variable region comprising the amino
acid sequence of SEQ ID NO: 1 and a light ;:Héin variable region comprising the amino
acid sequence of SEQ ID NO: 2, or the'antibody-bompetes for binding to NGF with an
antibody comprising a heavy chain variable region comprising the amino acid sequence
of SEQIDNO: landa iight chain variable region comprising the amino acid sequence
of SEQ ID NO: 2. R

In various plcfeued embodlments the. 1nvennon provides anti-NGF antibodies
having the following features: -

An anti-nerve growth factor (NGF) ar‘ltibody comprising (i) a heavy chain
variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 havfng the amino acid sequences of SEQ ID
NOs: 3,4 and 5, respectively, (ii) a light chain variable region comprising CDRs 1, 2
and 3 having the amino acid sequences of SEQID NOs: 6, 7 and 8, respectively, and
(iii) a human IgG4 constant region, wherein the.h_urpan IeG4 constant region comprises

the amino acid sequence of SEQ ID NO: 10, wherein the anttbody has a mean terminal
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elimination half-life in humans of at least 10-30 days. Additionally or alternatively, the
antibody may exhibit a mean pharmacologic half life in humans of at least 30 days, or at
least 35 days, or af least 40'days, or in a range of at least four to six weeks (or in a range
of four to six weeks), or in a range of at least four to seven weeks (or in a range of four
to seven weeks) orin a ran'gé of at least four tci'qighi weeks (or in a range of four to eight
weeks), R i '

An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising (i) a heavy chain
variable region coinprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:1, (ii) a li ght chain
variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2, and (iii) 2 human
1G4 constant region, wherein the human IgG4 constant region comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO: 10, wherein the antibody has a mean terminal elimination
half-life in humans of at least 10-30 days. Additjonélly or alternatively, the antibody
may exhibit a mean .pharmaéologic half life iri humﬁns of at least 30 days, or at least 35
days, or at least 40 days, orin a i‘ange of at Jeast four to six weeks (or in a range of four
to six weeks)-; '_or in a range of at least four to seven weeks (or in a range of four to seven
weeks) or in a range of at least four to eight weeks (or in a range of four to eight weeks).

An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising (i) a heavy chain
variable region compnsmg CDRs 1 2 and 3 having'the amino acid sequences of SEQ ID
NOs: 3,4 and 5, rercctlvely, (i1) a light cham varlable region comprising CDRs 1, 2
and 3 having the-amino acid sequences of SEQ ID NOS 6,7 and 8, respectively, and
(1ii) a human IGG4 constant region compr lsmg a hmge region mutation, wherein the
antibody has a mean terminal elimination half- 11fe in humans of at least 10-30 days.
Additionally or altelnatlvely, the antibody may exhibit a mean pharmacologic half life in
humans of at least 30 days, or at least 35 days, or at least 40 days, or in a range of at
least four to six-weeks (or i In arange of four to six weeks), or in a range of at least four
to seven weeks (or in a range of four to seven weeks) or in a range of at least four to
eight weeks (or in a-range of four to eight weeks)

An anti-ner ve growth factor (NGF) antlbody comprlsmor (1) a heavy chain
variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:1, (ii) a light chain
variable region comprising the amino acid séquence of SEQ ID NO: 2, and (iii) a human
1G4 constant regio'n comp'rising a hinge region mutétion, wherein the antibody has a
mean terminal e]-imination half-life in humans of At ‘l‘east 10-30 days. Additionally or
alternatively, the antibody may éxhibit-a mean 'phar,macologic half life in humans of at
least 30 days, or at least 35 days, or at least 40 Idays, orin arange of at least four to six
weeks (or in a range of four to six weeks), oF in a range of at least four to seven weeks
(or in a range of four to seven weeks) or in a range of at least four to eight weeks (orina
range of four to eight weék_s).
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An anti- -nerve growth factor (NGF) ant1body comprising (i) a heavy chain
variable region compusmcr CDRs 1,2 and 3 havmo the amino acid sequences of SEQ ID
NOs: 3,4 and 5, 1cspect1ve1y, (i1) a light chain variable region comprising CDRs 1, 2
and 3 having the ainino_ acid sequenées of SEQ ID NOs: 6, 7 and 8, respectively, and
(iii) a constant region comprising a hiﬁge region mutation, wherein the antibody has a
mean terminal elimination half-life in humans of at least 10-30 days. Additionally or
alternatively, the antibody may exhibit a mean -pilafmacologic half life in humans of at
least 30 days, or at least 35 days; or at least 40 days, or in a range of at least four 1o six
weeks (or in a'range of four to six weeks), or ina range of at least four to seven weeks
(or in a range of four to seven weeks) or in a range of at least four to eight weeks (orin a
range of four to eight weeks). .

An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising (i) a heavy chain
variable region comprising't.he amino acid sequence'of SEQ ID NO:1, (i) a light chain
variable region comprising the amino acid scquencé of SEQ ID NO: 2, and (iii) a
constant region comprising a hiﬁge region mutatton, wherein the antibody has a mean
terminal elimination half-life in humans of at least 10-30 days. Additionally or
alternatively, the antibody may exhibit a mean pharmacologic half life in humans of at
least 30 days, or at least 35'days, or at least 40 days, or in a range of at least four to six
weeks (or in a range of four to six weeks), or in atange of at least four to seven weeks
(or in a range of four to seven weeks) or in a range of at least four to ei ght weeks (orin a
range of four to eight weeks). | o

An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising a human Ig(G4 constant
region, wherein the human 1gG4 constant regidn comprises the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 10, wherein the antibody binds to human or rat NGF with a K, of 100 pM
or less, inhibits binding of NGF to TrkA or p75™ ™ with an ICso of 250 pM or less, and
inhibits NGF-dependent proliferation of TF-1 cells with an ICs, of 50 ng/ml or less, and
wherein the antibody has a mean terminal e]irﬁinatidn half-life in humans of at least 10-
30 days. Additionally or alternatively, the antibody may exhibit a mean pharmacologic
half life in humans of at least 30 days, or at least 35 days or at least 40 days, orin a
range of at least four to six weeks (or i In a range of four to six weeks), or in a range of at
least four to seven weeks (or in a range of four to seven weeks) or in a range of at least
four to eight weeks (or.in a range of four to eiglit weeks).

An anti-nerve growth factoé' (NGP antibédg? comprising (i) a heavy chain
variable region comprising.CDRs 1,2and 3 héving the amino acid sequences of SEQ ID
NOs: 3, 4 and 5, respectively, (ii) a light chain variable region comprising CDRs 1, 2
and 3 having the amino acid sequences of SEQ’.ID-N.OS: 6, 7 and 8, respectively, and
(i) a human 'igG4 constant region, wherein the human 1gG4 constant region comprises
the amino acid sequencéof SEQ ID NO: 10, wherein the antibody binds to human or rat
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NGF with a Kp of 100 pM or less, inhibits binding of NGF to TrkA or p75™"* with an
ICs0 of 250 pM or less, and inhibits NGE- dependent proliferation of TF-1 cells with an
1Csq of 50 ncr/ml or less. .

An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising (i) a heavy chain
variable region comprising.the amino acid sequence of SEQ ID NO:1, (ii) a light chain
variable region comprising the amino 'acid sequence of SEQ ID NO: 2, and (iii) a human
IgG4 constant regi_oh, wherein the human IgG4 constant region comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO: 10, wherein the antibody binds to human or rat NGF with
a2 Kp of 100 pM or less, inhibits binding of NGF to TrkA or p75™™ with an ICs, of 250
pM or less, and 1nh1b1ts NGEF- dependent proliferation of TF-1 cells with an ICsg of 50
ng/ml or less.

An anti-nerve g:owth factor (NGF) antlbody comprising (i) a heavy chain
variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 having.the amino acid sequences of SEQ ID
NOs: 3, 4 and 5, respectively, (ii) a light chain'variable region comprising CDRs 1, 2
and 3 having the amino acid sequences. of SEQ 1D NOs: 6, 7 and 8, respectively, and
(111) a human IOG4 constant region, compmm*J a hinge region mutation, wherein the
antibody binds to human or rat NGF with a Ky’ of 100 pM or less, inhibits binding of
NGF to TrkA or p?S\TR with an ICsq 6f 250 pM or less, and inhibits NGF-dependent
proljferatien of TF-1 cells with an ICsp of 50 ng/ml or less.

An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising (i) a heavy chain
variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:1, (ii) a light chain
variable region comprising the amino acid se_quen_ce of SEQ 1D NO: 2, and (iii) a human
Ig(34 constant region comprisin g a hinge region mutation, wherein the antibody binds to
human or rat NGF with a Kj, of 100 pM or Jess, inhibits binding of NGF to TrkA or
p75" TR with an ICsq of 250 pM or less, and inhibits NGF-dependent proliferation of TF-
1 cel]s with an IC;O 'of 50 ng/ml or ]ess :

An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising (i) a heavy chain
variable region comprising'CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid sequences of SEQ ID
NOs: 3, 4 and 5, respectively, (ii) a light chain -vel'ieble region comprising CDRs 1, 2
and 3 having the amino acid seqﬁences-of SEQID NOs: 6, 7 and 8, respectively, and
(iii) a constant region comprising a hinge regi.o'n mutation, wherein the antibody binds to
human or rat NGF with 2 Ky of 100 pM or less, inhibits binding of NGF to TrkA or
p75" ™ with an ICSO of 250'pM or less, and 1nh1b1ts NGF-dependent proliferation of TF-
1 cells with an ICs;.0f 50 ng/ml or less. ' :

An anti-nerve growth factor (NGF) antibody-comprising (i) a heavy chain
variable region comprising the amino acid se_q'uence of SEQ ID NO:1, (ii) a light chain
variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2, and (iii) a

constant region comprising a hinge region mutation, wherein the antibody binds to
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human or rat NGF with a Kp of 100 pM or less, iﬁhibits binding of NGF to TrkA or
p75~ "™ with an ICsq of 250 pM or less; and 1nh1b1t‘; NGF-depcndent proliferation of TF-
1 cells with an TCsq of 50 ng/ml or less.

An antl—ncrve growth factor (NGF) annbody comprising a human IgG4 constant
region, wherein the human IgG4 constant region comprises a mutation, and wherein the
antibody has a mean terminal elimination half-life in ‘humans of at least 10-30 days.
Additionally or alternatively, the antlbody may cxhlblt a mean pharmacologic half life in
humans of at least 30 days, or at least 35 days, or at Ieast 40 days, or in a range of at
least four to six weeks (or in a range of four to six weeks), or in a range of at least four
to seven weeks (or in a range of four to seven \;&Jgéks) or in a range of at least four to
eight weeks (orin a range of four to ei ght weeks).

An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising a human IgG4 constant

region, wherein the human IgG4 constant region comprises a mutation and wherein the
antibody has a terrmnal elimination half-life in a cynomolgus monkey of at least 15
days. Additionally or altemauvc]y, the antibody ‘may exhibit a mean pharmacologic half
life in humans of at least 30 days or at least 35 days or at least 40 days, or in a range of
at least four to six weeks (or in a range of four to 31x.weeks), or in arange of at least four
to seven weeks {or in a range of four tol seven weéks) or in a range of at least four to
eight weeks (or in a range of four to eight weeks).

In various embodiments, the anti-NGF antibody of the invention can be, for
example, a chimcfic_, a humanized or a human antibody, or an antibody in which the
potential T cell epitopes have béen- eliminated.

In another aspect, the invention provides’ a pharmaceutical composition
comprising an anti- NGF antibody of the mvennon and a pharmaceutically acceptable
carrier. A

In yet. another aspect, the invention provides a method of attenuating or
inhibiting an NGF-related disease or condition in a subject, the method comprising
administering to the subject an ann NGF antibody of the invention. Non-limiting
examples of NGF-related dlseases and conditions include inflammatory pain, post-
operative pain, neu10path1c pain, fr acture pain, g out joint pain, post-herpetic neuralgia,
cancer pain, osteoarthritis or rheumatoid arthritis _pain, sciatica, pains associated with
sickle cell cu:ses, headaches, dysmenorrhea, endometriosis, musculoskeletal pain,
chronic low back pain, fibromyalgia, sprains, visceral pain, ovarian cysts, prostatitis,
cystitis, i.nirerstitial_‘ cystitis,-incisional pain, migraine, trigeminal neuralgia, pain from
burns and/or wo_und_s, pain associated With trauma, pain associated with musculoskeletal
diseases, ankylosing spondilitis, periarticular pathologies, pain from bone metastases,
pain from HIV, erythromelaigia or paiﬁ caused by pancreatitis or kidney stones. Other
examples of NGF—rél.ated diseasés and condi‘tionsl include malignant melanoma,
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Sjogren’s syndrome and asthma, such-as_uncon&pl]ed asthma with severe airway hyper-
responsiveness, and intractable cou gh.- Pamicular]y'preferred diseases and conditions for
treatment according to the methods of the inv¢nﬁon include inflammatory pain
(particularly osteoarthritis or rheumatoid arth'rifis pain), musculoskeletal pain
(particularly chronic low back pain), ne'uropathic'pa‘in (particularly diabetic neuropathy)
cancer pain and pain from bone metastas-es, interstitial cystitis/ painful bladder

syndrome, pain associated with chronic abaé:tén'al prostatitis, pain associated with

b

endometriosis and/or uterine fibroids and post-opel ative pain.

The ant1body can be-administered, for example, intravenously, subcutaneously
(e.g., via an injection pen or subcutancous implant), intramuscularly or intra-articularly,
although other sﬁitabl.e routes of-administration aré described herein. Preferably, the
antibody is administered at a dose in a range of 0.1 mg/kg to 3 mg/kg or at a dose in a
range of 0.1 fng/k_g to 30 mg/kg. The antibody can be administered, for example, at a
dose in a range from about 3 pg/kg to about 30Q0 ug/kg, with preferred dosages
including 100 pg/kg or 300 pg/kg, Tnother embodiments, the antibody is administered
atadosein a mhge of 0.1 m‘g/kg to 30 mg/kg, or in a range of 0.1 mg/kg to 20 mg/kg, or
in arange of 0.1 ma/kg to 10 mt;/k orina range of 1 mg/kg to 30 mg/kg, or in a range
of 1 mg/kg to 20 mO/ko or in arange of 1 mg/kg to 10 mg/kg, although other suitable
dosages and dose ranges are described herein.- Purthermo;c a fixed dose formulation of
the antibody can be used. ‘

The antibody can be administered alone or in.combination with one or more
additional phalmaceuncal agents. For example a second pharmaceutical agent, such as
an NSAID, an analoesm (e:g., an Oplold analgesic), a local anaesthetic, a nerve block, a
phenol block, a thelapeunc antibody, an anti- convulsant, an anti-depressant, topical
capsaicin, a steroid or an antiviral agent, can be administered in combination with the
anti-NGF annbody of the invention. Particularly preferred second pharmaceutical
agents for combination treatment with an antibody of the invention 1nclude opioid
analgesics, such as mor phine and the like. Other preferred second pharmaceut1ca1
agents for combma_tllon treatment include TrkA inhibitors and Protein Kinase C (PKC)
inhibitors. -

In a preferred embodiment, the invention provides a method of attenuating or
inhibiting pain in a éubject, the 1hethod_com_}$i’ising administering to the subject an anti-
nerve growth- factor (NGF) antibody compriﬁn’g a human IgG4 constant region, wherein
the human IgG4 constant region comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO: 10,
and wherein the antibody alleviates pain in the subject for a duration of at least four to
twelve weeks (or for at least one to twelve weeks, or for at least eight to twelve weeks,
or for four to twelve weeks;, or for one to twelve weeks, or for eight to twelve weeks, or

for at least one week, or for at Jeast four weeks, 61_‘ for at least eight weeks, or for at least

._]1‘_'



Gul023

WO 2010/128398 - | e PCT/1B2010/001210

10

15

20

25

30

35

twelve weeks) after administration of a single dose of the anti-NGF antibody to a
subject. Pl'eferably; the anti-NGF antibody comp;'_isés a heavy chain variable region
comprising CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid 'scquences of SEQ ID NOs: 3, 4 and
3, respectively, and a light chain variable regioh comprising CDRs 1, 2 and 3 having the
amino acid sequences of SEQ ID NOs: 6, 7 and 8, respectively. Preferably, the anti-
NGF antibody comprises a heavy chain variable .i'egion comprising the amino acid
sequence of SEQ ID NO: 1 and a light chain_ variable region comprising the amino acid
sequence of SEQ ID NOl' 2. Preferably, the pain is selected from the group consisting of
osteoarthritis pain, chronic low back pam dlabenc neulopathlc pain, cancer pain, pain
from bone metastases, interstitial cystitis, painful bladder syndrome, pain associated
with chronic abacterial prostatitis, pain a%socmted with endometriosis, pain associated
with uterine fibroids and post-operative pam Prefe1 ably, the anti-NGF antibody is
administered at a dose in a range from 0.1to3 mg!kg or at a dose 1n arange from 0.1
mg/kg to 30 mg/kg. Preferably, the antibody is administered intravenously or
subcutaneously. Preferably, the antibody has a terminal elimination half-life in 2 human
of at least 10-30 days (or at least 10 days, or at least 15 days, or at least 20 days, or at
least 25 days, or at least 30 days or in a range of about 10 days to about 40 days or in
range of about 15 to about 30 days orin a range of 10 to 40 days or in range of 15 to 30
days). _' S

In another preferred embodimcﬁt, the invention provides a method of attenuating
or inhibiting é'ne_;'ve' growth factor-(NGF)—related disease or condition in a subject such
that a rebound effect is avoided in the SUbjeét the method comprising administering to
the subject an anti-NGF antlbody comprising a human Ig(G4 constant region, wherein the
human IgG4 constant region compnses a hinge 1e010n mutation, and wherein the
antibody has a terminal elimination half-life i in a human of at least 10-30 days (or at least
10 days, or at least 15 days, or at least 20 days, o_r. at least 25 days, or at least 30 days or
in a range of about 10 days to about 40 days 'or-'iﬁ range of about 15 to about 30 days, or
ina rangé of 10 to 40 days or in range of 15 to 30 days), and wherein the antibody is
administered at a dosage and at a frequency éucjn that a rebound effect is avoided in the
subject. Additionally or alternatively, the antibody may exhibit a mean pharmacologic
half life in humans of at least 30 days, or at least 35 days, or at least 40 days, orin a
range of at least four to six weeks (or in a range of four to six weeks), or in a range of at
least four to seven weeks {orin a range of four to seven weeks) or in a range of at least
four to eight weeks (or in a range of four to eight weeks). Preferably, the human I1eG4
constant region comprises a mutation at the amino acid position corresponding to amino
acid position 108 of SEQ ID NO: 9. Preferably, the serine at the amino acid position
corresponding to amino acid position '108 of SEQ ID NO: 9 is mutated to proline.
Preferably, the human IgG4 constant region comprises the amino acid sequence of SEQ
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ID NO: 10. Pi‘eferab]y, the anti-NGF antibody comprises a heavy chain variable region
comprising CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid sequences of SEQ ID NOs: 3, 4 and
5, respectively, and a light chain variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 having the
amino acid sequences of SEQ ID NOs: 6, 7 and 8, respectwely Preferably, the anti-
NGF antibody comprises a heavy chain vamable region comprising the amino acid
sequence of SEQ ID NO: 1 and a light chain vanablc region comprising the amino acid
sequence of SEQ D NO: 2. Preferably, the an,tlbody competes for binding to NGF with
an antibody cbmprisin g a heavy chain variable region comprising the amino acid
sequence of SEQID NO: 1and a light chain variable region comprising the amino acid
sequence of SEQ ID NO: 2. Preferably, the NGE—;'eiatcd disease or condition is pain
selected from the group consisting of osteoarthritis igain, chronic low back pain, diabetic
neuropathic pain, cancer pain, pain from bone metastases, interstitial cystitis, painful
bladder syndrome, pain associated with chronic abacterial prostatitis, pain associated
with endometriosis, pain associated with uterine ..ﬁbroids and post-operative pain.
Preferably, the anti-NGF antibody is administered at a dose in a range from 0.1 to 3
mg/kg or in a range from 0.1 mg/kg to 30 mg/kg. Preferably, the antibody is
administered intravenously or subcutaneously. ‘

In another aépect, the invention provides for the use of the anti-NGF antibody of
the invention for the manufacture of a medicament for use to attenuate or inhibit an
NGF-related disease or condition in a subject. ‘No'n limiting examples of NGF-related
diseases and conditions include those set forth above. A preferred NGF-related disease
or condition is pain. ‘Preferably, the pain is selected from the group consisting of
osteoarthritis pain, chronic low back pain, d1ab¢t1c neuropathic pain, cancer pain, pain
from bone metastases, interstitial cystitis, painful bladder syndrome, pain associated
with chronic abacteﬁ_al_ prostatitis, pain associated with endometriosis, pain associated
with uterine fibroids and post-oﬁerativé pain. |

In another aspect, the invention provides _fbr use of the anti-NGF antibody of the
invention for.thé manufacture of a medicament for use to attenuate or inhibit pain in a
subject, such that pain is attenuated or inhibited in the subject for a duration of at least
about one week to'about twelve weeks, or at least about four weeks to about twelve
weeks, or at ]east about eight weeks to about twelve weeks (or for a duration of one to
twelve weeks, or four to twelve weeks, or eight to twelve weeks, or at least one week, or
at least two weeks, or at least fom weeks, or at léast eight weeks, or at least twelve
weeks) after adniini_étration of a single dose of thé anti-NGF antibody to a subject.

In another aspect, the invention provides for use of the anti-NGF antibody of the
invention for the manufacture of a medicament for use to attenuate or inhibit an NGF-

related disease or ¢ondition in a subject such that a rebound effect is avoided in the
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subject. In particular, the antlbody is adlmmstered ata dosage and at a frequency such
that a rebound effect is avoided in the subJect

In still other aspects, the invention provides nucleic acid molecules encoding the
heavy chains and/or light chains of the anti-NGF antibodies of the invention, as well as
vectors (e.g., expression vcctors) comprlsmo such vectors, host cells comprising such
vectors and methods for expressing the anti- NGF antlbodlee using the host cells of the
invention. '

In another aspect, the invention pr ovu:les a method of attenuating or inhibiting a
nerve Dlowth factor (NGF)-related disease or condition in a subject such that a rebound
effect is avoided in the subject. The method comprises administering to the subject an
anti-NGF antibody comprisin g a human IgG4 constant region, wherein the human IgG4
constant region comprises a,mutati._on (pr'eferablyi'é hinge region mutation) and wherein
the antibody has a termjnalﬁelim‘ination ha}f—lifé in g‘cynomol gus monkey of at least 15
days, more preferably of at least 21 days, and wherein the antibody is administered at a
dosage and at a frequency such that a rebound g:ffcct.is avoided in the subject. In
another cmbdaiment, the antibody has a terminal elimination half-life in a cynomolgus
monkey in a range. of about 15 days.to about 22 days (or 15-22 days), or a range of about
15 days to about 28 days (or 15-28 days) orin a ranoe of about 21 days to about 28 days
(or 21-28 days). In another embodiment, the antlbody has a terminal elimination half-
life in a rat of at least 8 days. Inl yet another embodiment, the antibody has a mean
terminal elimination half-life in humans of at least 10-30 days (or at least 10 days, or at
least 15 days,‘ or at least 20 days, or at least 25,d'éys, or at least 30 days, or in a range of
about 10 'days‘to about 40 days, or in a range of about 15 to about 30 days, or in a range
of 10-40 days or in a ran:ge of 15-30 days). Additionally or alternatively, the antibody
may exhibit 2 mean pha1mécolbgic half life in hun_‘aaﬁs of at least 30 days, or at least 35
days, or at least 40 days, or in a range of at least foﬁr to six weeks (or in a range of four
to six weeks), or in a range of at least four to seven.weeks (or in a range of four to seven
weeks) or in a range of at least four to eighi .w.c'ck‘s (or in a range of four to eight weeks).
Preferred mutations include those described abp\}e. Preferred antibodies include those
having the sequences and/or the additional functional properties as described above.
Non-limiting exafnples of NGF-related diseases and conditions include those set forth
above. _ | .

The invéntion also provides for the use of th.e anti-NGF antibody of the invention
for the manufacture of a medicament for use to attenuate or inhibit an NGF-related
disease or condition'in a subject such that a réBouhd effect is avoided in the subject.

Kits comprlsm g an anti-NGF antlbody of the invention are also provided herein.
For example, a kit may comprise anti-NGF ant1body and instructions for use of the
antibody in treating an NGF-related disease or condition.

14-
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Brief Descrmtlon of the Drawings

Figuré'1 is a graph showing the bmdmo of PG110 to human nerve growth factor
(NGF) but_not to human brain denv_ed neurotrophic factor (BDNF), human neurotrophin
3(NT-3)or human heurotrophin 4 (NT-4), as determined by ELISA,

Figure 2A is a graph showing inhibition of binding of NGF to the TrkA receptor
by the PG110 antibody, as determined by a radiolabeled ligand binding experiment.

Figure 2B is a graph showing inhibition of binding of NGF to the p75"™®
receptor by the PG110 antibody, as determined by a radiolabeled ligand binding
experiment, -

Figure 3Ais a graph showing the inhibitory effect of PG110. antibody on TF-1
cell proliferation sﬁtnu_lated by human NGF.

Figure 3B is a graph showing the inhibitory-effect of PG110 antibody on TF-1
cell proliferation stimulated ‘by rat NGF. ' '

Figure 3C is.a graph showmcr the 1nh1b1t01 'y effect of PG110 antibody on TF-1
cell proliferation stimulated by mouse NGF.

Figure 4 is a graph showing the effect of PG110 antibody treatment on skin
lesioning in rats.

Detailed Description of the Invention -

The invention perta"ins to anti-nerve gréwth_factor antibodies that exhibit
enhanced in vivo stability, as evidenced by,'foi"example, an unexpectedly long terminal
elimination half Jife in cynomolgus monkeys. The antibodies of the invention include a
modification of the human IgG4 constant recrio'n of the antibody, by introduction of a
mutation into the IOG4 constant region, preferably into the hinge region of the constant
region. '

In order that the present invention may be miore readily understood, certain terms
are first defined. Additional deﬁmnons are set forth throughout the detailed description.

1. Definitions -

_The terms “nerve growth factof” or “NGF” are used interchangeably herein and
includes variants, isbfox‘ms; homologs, orthologs and paralogs. For example, an
antibody specific for human NGF may, in certain ééses, cross-react with NGF from
species other than human. 'In- other embod_imcﬁts, a_ﬁ antibody specific for human NGF
may be completely épcciﬁc for human NGF _aﬁd may not exhibit species or other types
of cross-reactivity. The term “human NGF” refeis to human sequence NGF, such as

comprising the amino acid sequence of human NGF-§ chain, the precursor form of
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which has Genbank. accession number NP_002497, encoded by the nucleotide sequence
of Genbank accession number NM_OOQSO(S. The human NGF-p chain sequence may
differ from human NGF-[3 of Genbank Acceésion No. NP_002497 by having, for
example, con_sxeﬁed substitutions or substituﬁbhs in non-conserved regions wherein the
human NGF-B has sﬁbstantial]y the same biological function as the human NGF-B of
Genbank Accession No. NP_002497. The term. “rat NGF” refers to rat sequence NGF,
such as comprising ._the‘amino acid secjuencc of rat NGF- chain, the precursor form of
which has Genbank accession number XP_227525, encoded by the nucleotide sequence
of Genbank accession number XP_227525: f[t'_hé term “mouse NGF” refers to rat
sequence NGF, such as comprising the amino acid séquence of mouse NGF-8 chain, the
precursor form of which has Genbank acceséio'n number NP_038637, encoded by the
nucleotide sequence of Genbank accession number NM_013609.

The term “TrkA receptor”’, as used herein, refers to an NGF receptor also known
in the art as tropomyosin kinase recepfor A and neurotrophic tyrosine kinase receptor
type 1 (NTRK1). Exemplaﬁ/, non-limiting sequences for human TrkA receptor include
the amino acid sequences of Genbank accéssjo-n .nu'mber NP_001012331 (isoform 1),
NP_002520 (isoform 2) and NP_001007793 (isoform 3).

The térm “p75™ '* receptor”, as used herein refers to a neurotrophin receptor,
with a molecular wei ghtof approximately 75 kDa, that binds NGF and other
neurotrophins, whib'h receptor is described in, e:g., Bothwell, M. (1996) Science
272:506-507. An exemplary, non-limiting sequence for human p75~ ™ receptor is the
amino acid sequence of Genbank accession nuinber NP_002498, encoded by the
nucleotide sequence of Genbank accession 'nu'mberNM_OOESO?.

The term “terminal elimination half life”-as used herein with regard to the anti-
NGF antibodié_,s, réfe;rs to the amount of time needed for the concentration of the
antibody, as measured in the serum of a subject to which the antibody has been
administered, to be reduced by half once both absorption and redistribution of the
antibody are complete. When a gréup'of éubject§ is used, the geometric mean of the
terminal elimination haif life in the subjects can be used as the measure of the terminal
elimination half life. of the antibody. | |

The tenn_“phalmacologié half life”, as used herein with regard to the anti-NGF
antibodies, refers to the average amount of time to maintain drug effect in vivo (MRT for
drug effect). It can be calculated as the ratio of area of the first moment baseline-
corrected effect-time curve (AUMEC) vs. accurnulated baseline-corrected drug effect

over time (area under the effect-time curve, AUEC)’, using the following formula:

AU’MEC _ f E(t)tdt
-AUEC - . 'IE(t)dz

Pharmacolo gic Half- life =

-16-
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When a group of subjects is used, the geometric mean of the pharmacologic half life in
the subjects can be used as the measure of the. pharmacologic half life of the antibody.

The term “hinge region mutation”, as‘used herein, refers to a mutation, such as a
point mutation, 'substitution, addition or deleﬁo’n, in the hinge region of an
immunoglobulin constant domain. _

Thé term “inhibition” as used herein, refers to any statistically significant
decrease in biological éctivity, inc]udi-nw full blocking of the activity. For example,

“inhibition” can refer to a decrease of about 10% 20% 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80% 90%, or 100% in biological activity. -

The term “antibody” or 1mmunoglobulin,” as used interchangeably herein,
inclades wholé antibodies and any antigen biﬁding fragment (i.e., “antigen-binding
portion”) or single chains thereof that retains the enhanced in vivo siability described
herein. An “antibddy”_comprises at least two heavy (H) chains and two light (L) chains
inter-connected by disulfide bonds. Each heavy chain is comprised of a heavy chain
variable region (abbreviated herein as Vu) and a heavy chain constant region. The heavy
chain constant region is comprised of threé'd‘oméin's, CHI1, CH2 and CH3. Each light
chain is comprised of a light chain variable region (abbreviated herein as Vi) and a light
chain constant region. The light chain constant region is comprised of one domain, CL.
The Vy and Vi regidns can be further subdivided into regions of hypervariability, termed
complementarity deteimining regions (CDR), interspersed with regions that are more
conserved, termed framework regions (FR). Each'Vy and Vi, is composed of three
CDRs and four FRs, an'angéd from am_ino-teriﬁinus to carboxy-terminus in the
following order: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. The variable regions of
the heavy and light chains contain a binding domain that interacts with an antigen. The
constant regions of the antibodies may mediate the binding of the immunoglobulin to
host tissues or.factors, including var_io‘us cells of the immune system (e.g., effector cells)
and the first compéhen_t (Clq) of the classical complement system.

The term “monoclonal antibody™ as used hetein refers to an antibody obtained
from a population of substantially homogeneoﬁs;antibodies, i.e., the individual
antibodies comprising the population are identical éxcept for possible naturally
occurring mutatjons that may be. present in minor amounts. Monoclonal antibodies are
highly specific, being directed against a single %mtigenic site. Furthermore, in contrast to
conventional (polyclonal) antibody préparations which typically include different
antibodies directed against different detemnnants (epltopes) each monoclonal antibody
1s directed against a:single deterrmnant on the antlcren Monoclonal antibodies can be
prepared using any art 1ecogn1zcd techmque, for,ex.amp]e, a hybridoma method, as
described by Kohlet et al. (1975) Nature, 2563495, a transgenic animal, as described by,
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for example, (see e.g., Lonberg, et al. (1994) Nature 368(6474): 856-859), recombinant
DNA methods (see, e.g., U.S. Pat. No. 4,816,567), or using phage antibody libraries
using the techni;queé described 1n for example, Clarkson et al., Nature, 352:624-628
(1991) and Marks et al., J. Mol. Biol., '222':581,-597’(199]). Monocional antibodies
include chimeric anﬁbodies, human ant_ibodiés and humanized antibodies and may occur
naturally or be fecombinantly produced. |

The term “recombinant antibody,” refers to antibodies that are prepared,
cxpresé;ed,'created_'or isolated by recombinant means, such as (a) antibodies isolated
from an animal (e.g., a'mouse) that is transgenic or franschromosomal for
immunoglobuliﬁ gehes (e.g., human immunoglobulin genes) or a hybridoma prepared
fherefrom, (b) antibodies isolated from a host cell transformed to express the antibody,
e.g., froma transfccfoma, (c) anfibodies isolzited from a recombinant, combinatorial
anttbody ]ibrs_irj (e. g.. containing human ,antibddy sequences) using phage display, and
(d) antibodies prepared, expressed, created or isolated by any other means that involve
splicing of immunoglobulin gene sequences (e.g., human immunoglobulin genes) to
other DNA sequences. Such re_combi.hant antibodies may have variable and constant
regions derived from human germline immunoglobulin sequences. In certain
embodiments, however, such recombiﬁant’ hqlnah_dntibodies cai be subjected to in vitro
mutagenesis and thus the amino acid sequences of the Vi and V|, regions of the
recombinant a'ntlibodies are sequences that, while derived from and related to human
germline Vy and Vi, sequences, may fiot naturally exist within the hurnan antibody
germline repertoire in vivo: |

‘The term “chimeric immunogfobulin” or antibody refers to an immunoglobulin
or antibody whose variable fegions’ derive from a first species and whose constant
regions derive from a second species. Chimeric ‘imhlunoglobulins or antibodies can be
constructed, for example by genetic engineering,.from immunoglobulin gene segments
belonging to different species. -

The term “humanized antibody” or “humanized immunoglobulin” refers to an
antibody or immuﬁOglobulin that includes at least one humanized antibody or
immunoglobulin chain (i.e., at least one humanized-light or heavy chain). The term
“humanized immunoglobulin chain” or “humanized antibody chain” (i.e., a “humanized
immunoglobulin light chain” or “humanized jmmuhoglobu]in heavy chain”) refers to an
immunoglobulin or antibody chain (i.e., a light or heavy chain, respectively) having a
variable region that includes a variable framework region substantially from a human
immunoglobulin or antibody and complementarity determining regions (CDRs) (e.g., at
least one CDR, préferably two CDRs, more preferably three CDRs) substantially from a
non-human immunoglobulin or antibody, and further includes constant regions (e.g., at

least one constant region or portion thereof, in'th'e case of a light chain, and preferably
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three constant regions in the case of a heavy chain). The term “humanized variable
region” (e.g., “humanized light chain variable rcOion” or “humanized heavy chain
variable region”) 1efer§ to a variable region that includes a variable framework region
substantially from a ‘human immunoglobulin or antlbody and complementarity
determining regions (CDRs) substannally.fl om a nen-human immunoglobulin or
antibody., .' - ‘ -

The term “human antibody,” as 'used hcrc'in, is intended to include antibodies
having variable regions in which both. the framework and CDR regions are derived from
human germline immunoglobulin sequences.as described, for example, by Kabat et al.
(See Kabat, et al. (1991) Sequences of proteins of Immunological Interest, Fifth Edition,
U.S. Department of Health. andAHuman Services, NIH Publication No. 91-3242).
Furthermore, if the antibody contains a constant: reglon the constant region also is
derived from human germline immunoglobulin sequences. The human antibodies may
include amino. acid residues not encoded by human germline immunoglobulin sequences
(e.g., mutations introduced by random or site-specific mutagenesis in vitro or by somatic
mutation in vivo). “However, the term "human antibody", as used herein, is not intended
to include annbodlcs in which CDR séquences derived from the germline of another
mammalian specxes such as a mouse, have been grafted onto human framework
sequences. S

An “isolated antibody,” as used herein, is 1ntended to refer to an antibody which
is substantially free of other antibodies having d1ffcrent antigenic specificities (e.g., an
isolated antibody that specifically binds to NGF is substantially free of antibodies that
specifically bind antigens other than NGF). In addition, an isolated antibody is typically
substantially free of other cellular mat.eriz_ll and/or chemicals.

As used .heréin, the terms “specific binding,™ “specifically binds,” “selective
bindinﬂ ” and “selectively binds,” mean that an. antibody or antigen-binding portion
thereof, exhibits appreciable affinity for a partlcular antigen or epitope and, generally,
does not Bxhlblt significant cross-reactivity with other antigens and epitopes.
“Appreciable” or preferred binding includes binding with an affinity of at least 10°, 107,
10%, 10° M", or 10" M. Affinities greater than 10° M7, preferably ereater than 10° M
are more preferred. . Values intermediate of those-set forth herein are also intended to be
within the scope of the present invention and a preferred binding affinity can be
indicated as a range of affinities, for ex‘am'p]e,- 10° to 10" M, preferably 107 to 10'° M
!, more preferably 10° to 10" M"'. An antib(;dy that “does not exhibit significant cross-
reactivity” is _‘on'e that will not appreciably bind to an undesirable entity (e.g., an
undesirable proteinaceous entity). Spécific or selective binding can be determined
according to any ai’t-regognized means for determining such binding, including, for

example, according to Scatchard analysis and/or competitive binding assays.
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The term “KD.” as used herein, is intendcd to refer to the dissociation equilibrium
constant of a particular antibody-antigen interaction or the affinity of an antibody for an
antigen. In one embodiment, the antibody aécordino to the present invention binds an
antigen (e.g., NGF) with an affinity (Kp) of about 100 pM or less (i.e., or better) (e.g.,
about 90 pM or ‘about 80 pM or about 70 pM or about 60 pM or about 50 pM or about
40 pM or about 30 pM), as measured using a surface plasmon resonance assay or a cell
binding assay. In a preferred embodiment, the antlbody binds NGF with an affinity (Kp)
in a range of about 25-35 pM. -

The term “Kass”, as used herein, fs intended to refer to the association rate
constant for the association of an antibody into the antibody/antigen complex.

The term “'Kdiss”, as used herein, is intendcd_to refer to the dissociation rate
constant for the'diss}ociation- of an antibody from the antibody/antigen complex.

The term “1Csg”, as usedi herein, refers to the concentration of an antibody that
inhibits a responée, either in an i vifro or an'in Vifo assay, to a level that is 50% of the
maximal inhibitory response, i.e., halfway bétween the maximal inhibitory response and
the untrcated.responSe‘ . '

The term “nucleic acid molecule,” a§ used herein, is intended to include DNA
molecules and RNA molecules. A nucleic acid molecule may be single-stranded or
double-stranded, but preferably is double-stranded DNA. The term “isolated nucleic
acid molecule,” as used herein in reference to nucleic acids encoding antibodies or
antibody portidns (e'.g., Vi, Vi, CDR3) that -bind,. fo NGF, is intended to referto a
nucleic acid :_nolecule in which the nucieotide sequences encoding the antibody or
antibody portion are free of other nucleotide sequences encoding antibodies that bind
antigens other thari NGF, which other sequences may naturally flank the nucleic acid in
human genomic DNA. ' ]

The term opelably Imked” refers to a nuc]elc acid sequence placed into a
functional relationship with another nucleic acid sequence. For example, DNA for a
signal sequence or sé_cretow leader scquence‘is operably linked to DNA for a
polypeptide i_f-it' is expressed as a preprotein that participates in the secretion of the
polypeptide; a promoter or enhancer is operably linked to a coding sequence if it affects
the transcription of the sequence; ora ribosome binding site is operably linked to a
coding sequence if it is positioned so as to facilitate. translation. Generally, “operably
linked” means that the DNA sequences being linked are contiguous, and, in the case of a
secretory leader, contiguous and in rea&iing phase. However, enhancers do not have to
be contiguous. Linking is accomplished by ﬁgation at convenient restriction sites. If
such sites do not exist, the synthetic oli gonuéfc‘otide adaptors or linkers are used in
accordance with conventional practicé. A nucleic acid is “operably linked” when it is

placed into a functional relationship with another nucleic acid sequence. For instance, a
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promoter or enhancer is operably linked to a coding sequence if it affects the
transcription of the sequence, With respect to Frzi‘nscription regulatory sequences,
operably link‘éd means that the DNA sequences being linked are contiguous and, where
necessary to join two protein coding regions, contiguous and in reading frame. For
switch sequences, opelab]y linked indicates that the sequcnces are capable of effecting
switch recombination. . _ } ‘

The term “vector,” as used herein, is infendcd to refer to a nucleic acid molecule
capable of transporting another nucleic acid _té ‘wh‘ich it has been linked. One type of
vector is a “plasmid,” which refers to a circular double stranded DNA loop into which
additional DNA segments may be ligated. Another type of vector is a viral vector,
wherein additional DNA' segments may be ligated into the viral genome. Certain vectors
are capable of autonomous.rep]jcation in a host ‘cglll into which they are introduced (e.g.,
bacterial vectors having a bacterial origin of rf;plica:cion and episomal mammalian
vectors). Other vectors (e.g., non-episomal mémmalian vectors) can be integrated into
the genome of a host cell upon introduction jﬁtb the host cell, and thereby are replicated
along with the host genome. Moreover, certain vectors are capable of directing the
expression of genes to which they are operatively linked. Such vectors are referred to
herein as “recombinant expression vectors”(or simply, “expression vectors”). In
general, expression vectors of utility in 1'ec01nbiha;1t DNA techniques are often in the
form of plasmids. The terms, “plasmid” and “yecto'r,” may be used interchangeably.
However, the invention is intended to i‘nclude_such other forms of expression vectors,
such as viral vectors (e.g., replication defective rgtroyirﬁses, adenoviruses and adeno-
associated vims‘es),'which serve equivalent functions.

The term “recombinant host cell” (or simply “host ceil””}, as used herein, is
intended to refer to a cell into which a reconﬁbinant expression vector has been
introduced. It should be understood that such tcrms are intended to refer not only to the
particular subject cell but to-the progeny of such a cell. Because certain modifications
may occur in succeeding generatmns due to either mutation or environmental influences,
such progeny may not, in fact, be identical to the f;arent cell, but are still included within
the scope of the term “host cell” as used herein. '

"L

The terms * ‘treat,” “treating,” and “treatment,” as used herein, refer to therapeutic
or preventative measures described herein. The methods of “treatment” employ
administration, to a subject, of an antibody of the present invention, for example, a
subject having an NGF-related dlsease or condltlon .in order to prevent, cure, delay,
reduce the severity of, or ameliorate orie or more symptoms of the disease or condition.
The term “NGF-related disease or cohditi‘dn”-, as used herein, refers to diseases
and conditions in which NGF activity is involved with, or associated with, or mediates

or promotes one or more symptoms of the disease or condition.
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As used 'herf::in, the term “subject” includes ;my human or non-human animal. In
a particular embodiment, the subject is'a human. The term “non-human animal”
includes all vertebrates, e. g., mammals and n‘oﬁ mammals, such as non-human primates,
sheep, dog, cow, chickens, amphlblans reptﬂes etc.

As used her ein, the term “rebound effect” refers to diminished efficacy of NGF
sequestering agents, such as an anti-NGF antlquy, occurring in a subject after an initial
period of effectiveness after single or repeat administration. For example, treatment
with an anti-NGF aﬁtibody. may initially relieve péin e.g. due to inﬁammation or nerve
damage or other ethiology, which is then followed by a period of diminished analgesic
efficacy in which pain eventually becomes about as intense or more intense than before
treatment. In another example, an anti-NGF’ antlbody may exhibit an initial
effectiveness in a subject for a period of time after single or repeat administration, such
as a period of one week after administration (e.g., days 1-7 after administration), which
is then followed by a period of diminished efficacy, such as for a period from 1-2 weeks
after administration (e.g., days 7 14 after admmlstlatlon) This “rebound” period may
be followed by a period of recovery of efficacy of the anti-NGF antibody. For example,
there can be a blphasm profile of analgesia after single or repeat administration of an
anti-NGF antibody, with an intermediate period of reduced efficacy or even exaggerated
pain sensation. This rebound effect can be assessed in, for example, clinical pain
studies, experimental models of pain and/or other models of anti-NGE efficacy. This
rebound effect can be associated with, fo;‘ example, increased pain in the subject and/or
increased adverse events {such ‘as abnormal sensations, ranging from allodynia to
dysesthesia, paresthesm and hyper— or hypoesthesm) during the rebound period.
Although not intending to be limmited by mechamsm the rebound effect may be caused
by altered NG-F expression, altered TrkA or p75 receptor expression or signaling or any
other mechanism that results in transient diminished efficacy after single or repeat

administration of an anti-NGF after an 1n1t1a1 period of efficacy.

Various aspects of the invention are described in further detail in the following
subsections. o

I Antibodies of the Invention

'A. Enhanced In Vivo Stabi_]ity
The anti- NGF aHthOdIBS of the invention are characterized by having enhanced

in vivo stability, as evidenced by the long teumnal elimination half life observed in vivo.
Although not intending to be limited by mechanism, it is thought that the extended
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terminal elimination half life of the antibody r§suifs' from a reduced clearance rate of the
antibedy rather than from an increase in the diétribution volume of the antibody. The
antibodies of the invention comprise a hunian;IgG4 constant region that comprises a
mutation. A Rreferi‘ed mutation is a hinge regipﬁ' mutation. Preferably, the hinge region
mutation comprises mutation of serine at amino acid position 108 of SEQ ID NO: 9
(wherein SEQ ID NO: 9 shows the amino acid sequence of the wild-type human 1¢G4
constant region). More préferably, the hinge regjgn mutation comprises mutation of the
serine at amino acid position 108 of SEQ ID NO: 9-‘§o proline. In a preferred
embodiment, the human IgG4 constant region édmpﬁses the amino acid sequence of
SEQID NO: 10, S

An anti-NGF antibody of the invention exhibits an unexpectedly long terminal
elimination half life, such as a terminal elimination haif life in a cynomolgus monkey of
at Jeast 15days and typically in the range of ‘about 15 to about 22 days (or in a range of
15-22 days), or in a range of about 15-days to about 28 days (or in a range of 15-28
days) or in a range of about 21 days to about 28 days (orin arange of 21-28 days). This
stabilized anti-NGF antibody also exhibits a terminal elimination half life in rats of at
least 8 days, typically in the range of about § to about 9 days (or in a range of 8-9 days).
As described in‘detail in Example 4, PG110,an anti-NGF antibody of the invention,
exhibits a mean terminal elimination half life in cynomolgus monkeys of at least 15 days
and typically longer. For example, in one cjnbmolgus monkey study, a mean terminal
elimination half life in a range of about 13 to about 22 days was observed. In another
cynomolgus monkey study, a mean terminal elimination half life in a range of about 21
to about 28 days was observed. Furthexmore,_l_?Gl 10 exhibits a mean terminal
elimination half life in rats of about 8 to about 9 d.ays Still further, as it is known in the
art that the telmmal elimination half life of 12G in humans is about twice that of
monkeye itis predicted that the anti- NGF antibodies of the invention, such as PG110,
will have terminal elimination half life in humans of at least 10-30 days, or at least 10
days, or at least 15 days, or at least 20 days, or at least 25 days, or more preferably at
least 30 days or at least 40 dayé orin a range of about 10 days to about 40 days (or in
range of 10-40 days) or in a range of about 15 to about 30 days (or in a range of 15-30
days). Additionally or alternatively, the antlbody may exhibit a mean pharmacologic
half life in humans of at least 30 days, or at least 35 days, or at least 40 days, orina
range of at lcést four to six weeks (orin a range of four to six weeks), or in a range of at
least four to sevenweeks (or in a range of four to seven weeks) or in a range of at least
four to eight weeks (or in a range of four to eight. weeks). As described further in
Example 8§, an anti-NGF antlbody of the invention of the invention has been shown to

have a mean pharmacologic half life in humans in the aforementioned ranges.
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The terminal elimination half life for PG110 in cynomolgus monkeys is
considerably longer than the half life that has been reported in the art for other 12G4
antibodies in cynomolgus ﬁ{onkeys. For example, a half life of about 40-90 hours
(about 1.6-3.8 days) in cynomelgus monké'ys has been reported for CDP571, an 1eG4
anti-TNF antibody (see Stephcné, S. et al. (1995) Imimunol. 85:668-674). Similarly, a
half life of about 3 days in cynomolgus monkeys has been reported for natalizumab, an
1eG4 anti-intc;rrin antibady (see Réfuéal CHMP Assessment Report for Natalizumab,
European Medicines Agency, London, 15 November 2007, Doc. Ref.
EMEA/CHMP/8203/2008). '

A preferred hinge reglon mutation used in the invention is a serine to proline
mutation at position. 108 in SEQ ID NO: 9." This mutation has been previously described
in the art (see Angal, S. et al. (1993) Mol. Immunol. 30:105-108) and reported to abolish
the heterogeﬁéity of 1gG4 molecules, in particﬁlar the formation of half antibodies
containing, a single heavy chain and a .sing]e-]i ght chain. Accordingly, substitution of an
amino acid other than proline at position 108 of' SEQ ID NO: 9 also is encompassed by
the invention, wherein the substitution achieves the same effect as the Ser to Pro
mutation in eliminating the heterogcneity of the _IgG'4 molecule (e.g., the formation of
half antibodies). - The ability of a mutation at. p‘osition 108 to eliminate the heterogeneity
of the Ig(G4 molecule can be assessed as deqcnbed in Angal et al. (1993), supra.

Tn addition to, or alternative to, the modlfjcatlon at position 108 of SEQ ID NO:
9, other TgG hinge region mutations have been described that improve the affinity of the
FcRn-IgG interactidn resulting in an extended half life for the modified IgG. Examples
of such additional or altematlve modifications 1nclude mutations at one or more [gG
constant region residues cmrespondlno to: ThlZSO Met252 Ser254, Thr256, Thr307,
Glu308, Met428; His433 and/or Asn434 (as described farther in Shields, R.L. ef al.
(2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604; Petkova, $.B. et al. (2006) Int. Immunol. 18:1759-
1769; Hinton, P.R. et al. (2004) J. Biol. Chem. 279:6213-6216; Kamei, D.T. et al.
(2005) Biotechnol. Bioeri.g. 92:748-760; Vaccaro, C. et al. (2005) Nature Biotechnol,
23:1283-1288; Hinton, P.R. et al. (2006) J. Immunol. 176:346-356).

Still furt}-lcr*a]ternative'to hinge region m'u'.tétiom other stabilizing modifications
of the IgG4 constant region have been desc1 1bed For example, in other embodiments,
the mutation of the human IgG4 constant 1cg10n comprises substitution of the 1gG4 CH3
region with an IgG1 CH3 region, substitution. of the IgG4 CH2 and CH3 regions with
the IgG1 CH2 and CH3 regions or substitution of the arginine at position 409 of the
IgG4 constant region (ac'cordin g to Kabat numbering) with a lysine, as described further
in U.S. Patent Publication 200800636351 In yet Qt_hér embodiments, the mutation of the
human IgG4 constaht region comprises sUbstit_utio'n‘,of Argd(9, Phe4(5 or Lys370
(according to Kabat numbering), such as s_ubstitution of Argd09 with Lys, Ala, Thr, Met
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or Leu, or :substitutidn of Phe405 with Ala, Val, Gly or Leu, as described further in PCT
Publication WO 2008/145142.

A desired mutation can be intrbduced into the human ¥gG4 constant region
domain using standard 1‘ecdrhbinadt DNA techniques, such as site-directed mutagenesis
or PCR-mediated mutagenesis of a nucleic acid énéoding the human IgG4 constant
region. Furthermore, DNA encoding an antibody heavy chain variable region can be
introduced intd an expression vector encoding a mutated human IgG4 constant region
such that the variable region and constant region become operatively linked, to thereby
create vector encoding a full-length .in_lmunoglobulin' heavy chain in which the constant
region is a mutated human IgG4 constant region.” The expression vector then can be
used to express the full—Ien'g‘th immunoglobulin heavy chain using standard recombinant
protein expression methods. For example, an anti-NGF antibody of the invention can be
constructed as described in further detail in Example 1.

The téfmiﬁal_elimination half life of an antibody can be determined using
standard methods known in the art. For example, after administration of the antibody to
a subject (e.g., a cynomolguS monkey, a Sprague-Dawley rat), blood samples can be
obtained at various time points after administration and the concentration of antibody in
the serum from the blood sé‘mples can be detei"m.ined using a technique known in the art
for determining antibody concentration (such as an ELISA assay). Calculation of the
terminal half life of the antibody' can be accomplished using known pharmacokinetic
methods, for éxampl_e using a computer systen{ and software designed to calculate
pharmacokinetic parameters (a non-liﬁ‘l.iting example of which is the SNBL USA
Pharmacokinetics Analysis System with WinNonlin software).

B. Antibody Variable Regions.

Preferred antibody variable regions for uge in the anti-NGF antibody of the
invention are the heavy and light chain variable regions of the PG110 antibody. The
heavy chain variable region of PG1 ]0’ 1s shown in SEQ ID NO: 1 and the light chain
variable region of PG110 is shown in SEQ ID NO 2. Accordingly, in one embodiment,
the anti-NGF antibody of the mvent;on compnses a heavy chain variable region
comprising the amino acid %equence of SEQ ID NQ: 1. In another embodiment, the
anti-NGF antibody of the invention comprises a light chain variable region comprising
the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2, In -yét'ar'lother embodiment, the anti-NGF
antibody of the invention comprises a heavy chain variable region comprising the amino
acid sequence of SEQ ID NO: 1 and a light ¢hain Vanablc region comprising the amino
acid sequence of SEQ ID NO: 2.
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The full-'length amino acid sequence of the PG110 heavy chain (variable and
constant regions) is shown in SEQ ID'NO: 13. This heavy chain can be prepared from a
precursor Heavy chain, which includes a leader or si gnal sequence, such as the amino
acid sequence shown in SEQ ID NO: 12. The precursor heavy chain of SEQ ID NO: 12
is encoded by the nucleotide sequence shown in SEQ ID NO: 11.

The full-length amino acid scqﬁen'ce of the PG110 Light chain (variable and
constant regions) is shown in SEQ ID NO; 16. This light chain can be prepared from a
precursor light éhain, which includes a leader dr signal sequence, such as the amino acid
sequence shown in SEQID NQ: 15. The precursor light chain of SEQ ID NO: 15 is
encoded bz-v the nui:]eot_ide sequence shown in SEQ ID NO: 14,

Accordingly, in another embodim.ent, the invention provides an anti-NGF
antibody comprising a heavy chain comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:
13, wherein the antibody has a serum half-life ina cynomolgus monkey of at least 15
days. In another embodiment, the serum half-life in a cynomolgus monkey can be in a
range of about 15 days to about 22 days (or ina range of 15-22 days). In other
embodiments, the serum-half-life in a rat can be at least 8 days or in a range of about 8
days to about 9 days (or in a range of 8-9 days).- In yet other embodiments, the serum
half-life in a human can be at least 10;-30 days, or at least 10 days, or at least 15 days, or
at least 20 days, or at least 25 days, or at Jeast 30 days or at least 40 days or in a range of
about 10 days to about 40 days (or in a range of 10-40 days) orin a range of about 15 to
about 30 days (or in a range of 15-30 days). Additionally or alternatively, the antibody
may exhibit a ‘mean pharmacologic half life in humans of at least 30 days, or at least 35
days, or at_]eaét 40 d‘ays;or in a range of at least four to six weeks (or in a range of four
to six weeks), or ina range of at least four to seven weeks (or in a range of four to seven
weeks) or in a range of at least four to eight weeks for in a range of four to eight weeks).
Preferably, the heavy chain is encoded by the ﬁupledtide sequence of SEQ ID NO: 11.
Preferably, the light chain of the antibody ‘comprisés the amino acid sequence of SEQ ID
NO: 16. Preferably, the light chain is encoded by the nucleotide sequence of SEQ ID
NO:14. | '

In yet another embodiment, the invention provides an anti-NGF antibody
comprising a heavy chain comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 13 and a
light chain comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 16.

In yet another embodiment, the. invention plj(')vides an anti-NGF antibody
comprising a heavy chain encoded by the nucléotide sequence of SEQID NO: 11. and a
light chain encoded by the nucleotide sequerice of SEQ ID NO: 14.

Given that the bindin g specificity of PG110 is provided by the complementarity
determining regions (CDRs) of the vaﬁable domain, in another embodiment, an anti-
NGF antibody of the invention comprises the CDRs of the heavy chain of PG110, the
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light chain of PG1 10 or both. The heavy cham CDR% 1,2 and 3 of PG110 are shown in
SEQID NOs: 3, 4 and 5, respectively. The light chain CDRs 1, 2 and 3 of PG110 are
shown in SEQ ID NOs: 6,7 and 8, respectively. Accordingly, in one embodiment, the
anti-NGF éntibody of the invention comprises a heavy chain variable region comprising
CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid sequences-of SEQ 1D NOs: 3, 4 and 5,
respectively. In another embodlmcnt the anti-NGF antibody of the invention comprises
a light chain variable region compmsmc CDRs. 1, 2and 3 having the amino acid
sequences of SEQ 1D NOs: 6,7 and 8, 1c§pect1vely ‘In yet another embodiment, the
anti-NGF ant;body of the invention comprises a heavy chain variable region comprising
CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid sequences of SEQ ID NOs: 3, 4 and 5,
respecﬁveiy, and comprises a light chain variable region comprising CDRs 1, 2 and 3
having the amino acid sequences of SEQ ID NOs: 6, 7 and 8, respectively.

In yet another embodiment; an anti- NGF antibody of the invention can comprise
heavy and light chain variable regions compmlno amino acid sequences that are
homologous to the heavy and/or light chain variable regions of PG110, and wherein the
antibodies rct_aiﬁ the enhanced in vivo stabilify exhibited by PG110. For example, the
heavy chain variable region of the anti-NGF ahtibody can comprise an amino acid
sequence that is at least 90% homologous, more preferably at least 95% homologous,
more preferably at l_easf 7% homologous and even.more preferably at least 99%
homologous to the amino acid sequence of SEQ ID NO: 1. The light chain variable
region of the anti-NGF antibody can comprise an amino acid sequence that is at least
90% homologous, more preferably at least 95% homologous, more preferably at least
97% hornolog'oﬁs and even more preferably at ]‘east 99% homologous to the amino acid
sequence of SEQ ID NO: 2.

As used helrein,. the percent homo]ogy between two amino acid sequences is
equivalent to the percent identity between the two sequences. The percent identity
between the two sequences isa function of the number of identical positions shared by
the sequences (i.e., % homology = # of idéntica-l‘po‘sitions/total # of posttions x 100),
taking into account the number of gaps; and the length of each gap, which need to be
introduced for optimal alignment of the two séé]uenccs. The comparison of sequences
and determinaﬁon of percent identity between two sequences can be accomplished using
a mathematical algdﬁthm. For example, the percent identity between two amino acid
sequences can be determined using the algorithm of E. Meyers and W. Miller (Comput.
Appl. Biosci., 4:11-17 (198‘8')) which has been incorporated into the ALIGN program
(version 2.0), using a PAM120 weight residue 't‘ablé, a gap length penalty of 12 and a
gap penalty of 4. In addition, the percent identity between two amino acid sequences
can be determined using the Needleman and Wunsch (J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970))
algorithm which has beeh incoxporated into the GAP program in the GCG software
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package (available at http://www.gcg.com), using either a Blossum 62 matrix or a
PAM250 matrix, and a gap weight of 16 14, 12 10 8, 6, or 4 and a length weight of 1,
2,3,4,5,0r6. )

In yet another embodiment, an anti-NGF antibody of the invention can comprise
heavy and light chain vaﬁafble regions comprising the amino acid sequences of the heavy
and/or Jight chain variable regions of PG110 but th;rein ORne Or more conservative
substitutions have been intreduced into the sequcncé(s) yet the antibody retains the
enhanced in vivo stability exhibited by PG1 10. For example, the heavy chain variable
region of the anti-NGF antibody.can comprise .én amino acid sequence that is identical
to the amino acid sequence of SEQ ID NO: 1 except for 1, 2,3, 4 or 5 conservative
amino acid substitutions as compared to SEQ ID NO: 1. The light chain variable region
of the antiNGF antjbody can comprise an amino acid sequence that is identical to the
amino acid sequence of SEQ ID NO: 2 except fblj 1,2,3, 4 or 5 conservative amino acid
substitutions as compared to SEQ ID NO: 2.

As used herein, the terrn"‘consérvativq _arhinb acid substitution” is intended to
refer to amino acid modifications that do not's’igniﬁcantly affect or alter the binding or
stability characteristics of the antibody éontaininé the amino acid sequence. Such
conservative modiﬂcatio.ns include amino acid substitutions, additions and deletions.
Modifications can be introduced into an antibod_y of this disclosure by standard
techniques kno wn in the art, such as site-directed mutagenesis and PCR-mediated
mutagenesis. Cbnséwative amino acid substitutions are ones in which the amino acid
residue is replaced with an amino acid residue having a similar side chain. Families of
amino acid residﬁes'having similar side chains haife been defined in the art. These
families include amino acids with basic side 'chaiﬁs (e.g., lysine, arginine, histidine),
acidic side chains (e.g., aspartic acid, glutamic acid), uncharged polar side chains (e.g.,
glycine, asparagine, glutamine, serine, threonine, tyrosine, cysteine, tryptophan),
nonpolar side chains {e.g., alanine, valine, leucine, isoleucine, proline, phenylalanine,
methionine), beta-branched 'sjdéb chains (e.g., threonine, valine, isoleucine) and aromatic
side chains (e.g., tyrosine, phenylalanine, tryptophan, histidine). Thus, one or more
amino acid residues within the variable_regidns of PG110 can be replaced with other
amino acid re;sidues from the same side chain family and the altered antibody can be
tested for retained function using the functional assays described herein,

In yet another embodiment, an anti-NGF antibody of the invention comprises
antigen-binding reg_ioné (ie., vz_u'iable'regions) that bind to the same epitope on NGF as
the PG110 antibody' or that cross-compete for binding to NGF with PG110.
Accordingly, in one embodiment, the anti-NGF. antibody of the invention competes for

binding to NGF with an antibody comprising a heavy chain variable region comprising
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the amino acid sequence of SEQ ID NO: 1 and a Ii éht chain variable region comprising
the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2. - ‘

Such cross-competing antibodies can be identiﬁed based on their ability to cross-
compete w1th PG110 in standard NGF binding. assays For example, standard ELISA
assays can be used in which a recombinant NGF protein (e.g., human NGF-p) is
immobilized on the plate, one of the antibodies i is fluorescently labeled and the ability of
non-labeled antlbodws to compete -off the bmdmg of the labeled antibody is evaluated.
Additionally or alternatively, BIAcme analysis can be used to assess the ability of the
antibodies to cross-compete. Suitable binding assays that can be used to test the ability
of an antibody to compete for binding to NGF with an antibody comprising a heavy
chain variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 1 and a light
chain variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2 are
described in further.detail in Example 2. .

In still other .embodiments, an anti-NGF antibody of the invention exhibits one or
more functional propel ties of thc PG110 antibody. For example, an anti-NGF antibody
of the invention can exhibit one or more of the following functional properties:

| aj binds to human NGF but does not bind to human brain-derived
ne;urbtrophic factor (BDNF), human neurotrophin 3 (NT-3) or human
neurotrophin 4 (NT-4); .
- b) binds to human or rat NGF with a Kp, of 100 pM or less;
c) inhibits binding of NGF toT1kA or p75""™®,
d) inhibits NGF-dependent proliferation of TF-1, cells;
) inhibits NGF—de]ﬁendent chick dorsal root ganglion survival;
fj inhibits NGF—depcnderii PC12 cell neurite outgrowth.
These functiqnz{l‘ properties can be assessed ﬁéi‘ng the in vitro assays set forth in detail in
Examples 2 and 3. With respect to the specific binding of the antibody to human NGF,
as used herein the term “does not bind to brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
human neurotrophin 3 (N T-3)or human neurotrophin 4 (NT-4)” is intended to mean that
the amount of observed binding of the antibody to BDNF, NT-3 or NT-4, in a standard
binding assay (e.g., ELISA, or other su'itablc‘in vitro assay as described in the Examples)
is comparable to background levels of binding (e.g., for a control antibody), for example
no more than 2-fold above background Ievclé, or less than 5% binding to BDNF, NT-3
or NT-4 as compared to binding to human NGF (wherein the level of binding to human
NGF is set as 100% binding).

In yet another embodiment, the invention provides an anti-nerve growth factor
(NGF) antibody comprising a human IgG4 constant region, wherein the human 1¢G4
constant region comprises the amino acid 'sequer-xce' of SEQ ID NO: 10 (or wherein the

human IgG4 constant region comprises a mutation of serine at amino acid position 108
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of SEQ ID NO: 9, prefcrabiy a serine {0 proline'rr_lutz.ition at position 108), and wherein
the antibody birids to human or rat NGF with a Kp éf 100 pM or less (or, alternatively,
with a Kp of 300 pM or less, 200 mP or less, 150 pM or less, 75 pM or less or 50 pM or
less), inhibits bindirig of NGF to. TrkA or })75”R with an ICsp of 250 pM or less (or,
alternatively, with an 1Cs of 500 pM or less 400 pM or less, 300 pM or less or 200 pM
or less), and inhibits ‘NGF-dependent proliferation of TF-1 cells with an ICsg of 50 ng/mi
or less-(or, alternatively, with an ICsq of 150‘ncr/ml or less, 100 ng/ml or less, 75 ng/ml
or less or 40 ng/ml or less). Preferably, the antxbody has mean terminal elimination half-
life in humans of at least 10-30’ days, or at least 10 dayq or at least 15 days, or at Jeast 20
days, or at least 25 days, or at least 30 days or ima range of about 10 days to about 40
days (or in a range of 10-40 days) or ina ran'ﬂé of' about 15 days to about 30 days (or in
a range of 15:30 days). Additionally or altematlvely, the antibody may exhibit a mean
phalmacoloolc half life in humans of at least 30 days, or at least 35 days, or at least 40
days, or in a range of at least four to six weeks (or in a range of four to six weeks), or in
a range of at least four to seven weeks (orin a range of four to seven weeks) orin a
range of at least fou}' to eight weeks (or in a ran ge of four to eight weeks). Additionally
or alternatively, the antibody méy exhibit a mean terminal elimination half life in a
cynomolgus monkey of at least 15 days and fypic_:élly in the range of about 15 to about
22 days (or in.a‘fange of 15-22 days), or in a'range of about 15 days to about 28 days (or
ina 1'angé of 15-28 days) or in a range of about 21 days to about 28 days (or in a range
of 21-28 days). Additionally or altc'rnativelf, the antibody may exhibit a terminal
elimination half life in rats of at least 8 days, typically in the range of about § to about 9
days (orin a 1'ari0e of 8-9 da‘ys)— The antibody-may further exhibit one or more
additional functional properties, such as binding’ to human NGF but not binding to
human brain- deuved neurotrophic factor (BDNF) human neurotrophin 3 (NT-3) or
human neurotrophin 4 (NT-4); inhibiting NGF-dependent chick dorsal root ganglion
survival; and/or inhibiting NGF-dependent PC12 cell neurite outgrowth. Preferably, the
antibody alleviates pain for a duration of at least about one week to about twelve weeks
after administration of a single dose the anti-NGF antibody to a subject. Preferably, the
antibody compr.isesd heavy'chéin variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 having
the amino acid sequences of SEQ ID NOs: 3, 4 and 5, respectively, or the antibody
comprises a lighi ch‘arin variable region ,comp‘risir;g CDRs 1, 2 and 3 having the amino
acid sequences of SEQ ID NOs: 6, 7 and 8, respectively, or the antibody comprises a
heavy chain variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid
sequences of SEQID NOs: 3, 4 and 5, respectively, and a light chain variable region
comprising CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid.sequences of SEQ ID NOs: 6, 7 and
8, respectively. Pre"ferably; the antibody comprises a heavy chain variable region
comprising the amino acid sequence of SEQID NO: 1 or the antibody comprises a light
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chain variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2, or the
antibody cornprise%'a heavy chain variable region coinpn'sino the amino acid sequence
of SEQID NO:1and a light chain variable remon compnsmo the amino acid sequence
of SEQ ID NO: 2, or the antlbody competes for binding to NGF with an antibody
comprising a hcavy chain variable region comprising the amino acid sequence of SEQ
ID NO: 1 and a light chain variable region cbrqpi‘isiﬂg the amino acid sequence of SEQ
IDNO:2. o

In yet another embodiment, the anti-NGF antibody of the invention does not
exhibit a rebound effect when administered to a subjéct (e.g., the antibody is
administered at a dosage and at a frequency such .tjlil_t a rebound effect is avoided in the
subject). A rebound effect, in which an anti-NGF antibody exhibits diminished efficacy
in a subject after aninitial period of effecti{u_ariéss after single or repeat administration,
has been reported in both animal models and cljrﬁcal studies of other anti-NGF
antibodies. For example, such an effect, referred to as a “rebound phenomenon™, was
reported for an anti-rat NGF antibody in a chronic constriction injury (CCI) model in
rats (Ro, L-S. et al. (1999) Pain 79:265-274). A'dd:itibnaﬂy, clinical pain studies with the
anti-NGF antibody tanezumab {also known as RN'6:'24 E3, CAS Registry No. 880266-
57-9) have been reported in which a period of mcreased adverse events, such as
sensitivity to touch and a ‘pins & needles’ sensatlon . was observed after an initial
analgesic period (see presentation by Hefti, Frzmz F., Rinat Neuroscience, LSUHSC,
Shreveport, Louisiana, September 26, 2006). Although not intending to be limited by
mechanism, it is thou ghtl that the prolonged terminal elimination half life of the anti-
NGF antibodies of the invention allows them to'a_v_oid exhibiting a rebound effect. Thus
other advantages of the antj-NGF antibodies of the i_nvention include a more consistent
and prolonged activity in vivo as compared to_othef prior art anti-NGF antibodies,
Given the prolonged terminal elimination half .lif‘e' of the anti-NGF antibodies of the

b

invention, lower dosages can be used (és compafed to other anti-NGF antibodies), and
the antibody can be used at more frequent intervals if necessary, such that dosage and
timing tredtment regimens can be chosen such that a rebound effect in the subject is
avoided. ‘ o

In yet aniother embodiment, the anti-NGF antibody of the invention is capable of
alleviating pain for a long duration in a subject, for-example the antibody is capable of
alleviating pain for a duration of at least about oné week to about twelve weeks (or for
one week to twelve weeks), after admm1st1 ation of a single dose of the anti-NGF
antibody to a subjcct In one embodiment, the antibody alleviates pain for a duration of
at Jeast about one week (or at least one week) after administration of a single dose of the
anti-NGF antibody to 2 subject. In another embodiment, the antibody alleviates pain for

a duration of at least about two weeks (or' at least two weeks) after administration of a
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single dose of the anti-NGF antibody to a subjéct. In another embodiment, the antibody
alleviates pain for a duration of at ]eaét about four weeks (or at least four weeks) after
administration of a §in gle dose of the anti-NGF -antibody to a subject. In another
embodiment, the antibody alleviates pain for a duration of at least about eight weeks (or
at least eight weeks) after a'ciministi'atio_n of a single dose of the anti-NGF antibody to a
subject, In another embodiment, the antibvody' alleviates pain for a duration of at least
about twelve weeks (or at least twelve weeks) after administration of a sin gle dose of the
anti-NGF antibody to a subject. In another embodiment, the antibody alleviates pain for
a duration of at least about four weeks to about twelve weeks {or for four weeks to
twelve weeks) after administration of a single dose of the anti-NGF antibody to a
subject. In another embodiment, the antibody alleviates pain for a duration of at least
about eight weeks to about twelve weeks (or for ei cht weeks to twelve weeks) after
administration of a single dose of the anti-NGF annbody to a subject.

The ability of the antlbody to alleviate pam in a subject can be assessed using
assays estabhshed in the art, Su1table animals models for assessing the duration of pain
alleviation. by an anti-NGF antibody are described in, for example, PCT Publication No.
WO 2006/131951 and U.S. Patent Publication 20080182978. Non- -limiting examples of
such animal models mclude A neuropathic pam model evoked by chronic constriction of
the sciatic nerve, a post-sur U1c:al pain mode] 1nv01vm0 incision of the hind paw, a
rheumatoid arthritis-pain model involving comp]ete Freund’s adjuvant (CFA)-induced
arthritis and cancer pain models such as descubed in Halvorson, K.G. er al. (2005)
Cancer Res. 6‘3 9426-9435 and Sevcik, M.A. et al. (2005) Pain 115:128-141.
Furthermore, pain alleviation can be evaluated clinically in humans and the duration of
pain alleviation can be determined based on pain levels reported by the human subject(s)
being treated with the anti-NGF antibody. o

In yet other embodunentg an anti- NGF antlbody of the invention can comprise a
heavy chain variable region and/or light chain vm1able region of an anti-NGF antibody
described in the-art. For example, a heavy cha'}n"variable region and/or light chain
variable regi()h of an anti-NGF antibody as described in PCT Publication No. WO
2001/78698, PCT Publication No. WO 2001764247, PCT Publication No, WO
2002/096458, PCT Publication No. WO 2004/032870, PCT Publication No. WO
2004/058184, PCT Publication No. WO 2005/_061'540, PCT Publication No. WO
2005/019266, PCT Publication No. WO 2006/077441, PCT Publication No. WO
2006/131951, PCT Publication No. WO 200_6) 110883, PCT Publication No. WO
2009/023540, U.S. Patent No. 7,449,616: U.S. Publication No. US 20050074821, U.S.
Publication No. US 20080033157, U.S. Publication No. US 20080182978 or U.S.
Publication No. US.2009.0Q4].717 can be used in an anti-NGF antibody of the invention.
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In yet other embodiments, an anti-NGF antibody of the invention can comprise a
heavy chain variable region and/or light chain yzfriable region of an anti-NGF antibody
that is prepared by a standard method known in the art for raising monoclonal
antibodies; such as the standard somatic cell hybridization technique described by
Kohler and Milstein (].975j Nature 256: 495 to i:rgaté non-human monoclonal antibodies
(which antibodies can then be humanized), as well z-ils phage display library techniques or
methods using transgenic animals expressing human immunoglobulin genes. Phage
display library techmques for selecting antlbodles are described in, for example,
McCafferty et al., Nature, 348:552- 554 (1990), Clarkson et al., Nature, 352:624-628
(1991), Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991) and Hoet et al (2005) Nature
Biotechnology 23,344-348 ; U.S. Patent Nos. 5,223 ;409; 5,403,484; and 5,571,698 to
Ladner et al.; U.S. Patent Nos. 5,427 ;908 and 5, 580 717 to Dower et al.; U.S. Patent
Nos. 5,969,108 and 6,172,197 to McCaffer ty et al.; and LS. Patent Nos. 5,885,793;
6,521,404; 6,544,731; 6,555,313; 6,582,915 and 6,593.081 to Griffiths et al.. Methods
of using transgenic animals expressing human .iml'nunoﬂobulin genes to raise antibodies
are described. in; for example, Lonberg, et al: (1994) Nature 368(6474): 856-859;
Lonberg, N. and Huszar, D, (1995) Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93, Harding, F. and
Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y. Acad. Sci. 764: 336 546; U.S. Patent Nos. 5,545,806;
5,569,825; 5,625, 126 5,633,425; 5,789,650; 53, 877 .397; 5,661,016; 5,814,318,;
5,874,299; and 5 ,770,429, all to Lonberg and Kay; U.S. Patent No. 5,545,807 to Surani
et al.; PCT Publication Nos, WO 92/03918, WO 93/12227, WO 94/25585, WO
97/13852, WO 98/24884 and WO 99/45962, all td Lonberg and Kay; PCT Publication
WO 02/43478 10 Ishida ef al., U.S. Patent Nos. s, 939, 598 6,075,181; 6,114,598; 6,
150,584 and 6 162,963 to Kucherlapati et al.

In various embodiments, an anti- NGF antibody of the invention can be a
chimeric antibody, a humanized antibody or a hﬁmqn antibody. Furthermore, the
antibody can be one in which pbtential T cell epitopes have been eliminated. Methods
of eliminating potentlal T cell epitopes to thercby reduce the potential immunogenicity
of an antibody have been described in the art (see e.g., U.S. Patent Publication No.
20030153043 by Carr et al.). o

An antibody or antibody portion of the invention can be derivatized or linked to
another functional molecule (e.g., another peptide or.protein). Accordingly, the
antibodies and antibody portions of the invention.are intended to include derivatized and
otherwise modified forms of thé‘ PG110 antibodies described herein. For example, an
antibody or antibody portion of the invention can be functionally linked (by chemical
coupling, genetié fuéion, noncovalent a_ssocizitioq or otherwise) to one or more other
molecular en’_ritiés, such as another antibody (e.'g., a bispecific antibody or a diabody), a

detectable agent, a cytotoxic agent, a pharmaceutical agent, and/or a protein or peptide

-33- -



WO 2010/128398 S - ) PCT/IB2010/001210

10

15

20

25

30

35

that can mediate associate of the antibody or antibody portion with another molecule
(such asa sueptawdm core lecrlon ora pOlthStld]nE tag).

One type of derivatized antibody is produced by crosslinking two or more
antibodies (of the same type or of different types, e.g., to create bispecific antibodies).
Suitable crosslinkers include those that are héterqbifunctional, having two distinctly
reactive groups ‘separ.ated by an appropriate spacer (e.g., m-maleimidobenzoyl-N-
hydroxysuccinimide ester) or homobifunctional (e.g., disuccinimidyl suberate). Such
linkers are'availab_le from Pierce Chemical Company, Rockford, IL.

Useful detectable agents with which an antibody or antibody portion of the
invention may be derivatized include fluorescent compounds. Exemplary fluorescent
detectable agents 1nc1ude fluorescein, fluorescein iSothiocyanate, rhodamine, 5-
dlmethylamme 1- napthalenesulfonyl chloride phycoerythrin and the like. An antibody
may also be c}ellvatlzed with detectable enzymes, such as alkaline phosphatase,
horseradish peroxidase, glucose oxidase and the like. When an antibody is derivatized
with a detectable enzyme, it is detected by adding additional reagents that the enzyme
uses to produce a df;teétable reaction product. For example, when the detectable agent
horseradish peroxidase is present, the addition-of hydrogen peroxide and
diaminobenzidine leads to a colored reaction product, which is detectable. An antibody
may also be derivatized with biotin, and dete;:ted, through indirect measurement of
avidin or strcptévidin binding. -

Il Antibody Production

Another aspect of this disclosure pertains to hucleic acid molecules that encode
the antibodies of this disclosure. The nucleic acf_ds'may be present in whole cells, in a
cell lysate, or in a partially purified or substantially pure form. A nucleic acid is
"isolated" or "rendered substantially pure" when purified away from other cellular
components or other'contaminants, e.g., other cellular nucleic acids or proteins, by
standard techniques, including alkaline/SDS treatment, CsCl banding, column
chromatography, agarose gel clectrophoresis and others well known in the art. See, F.
Ausubel, et al., ed. (1987) Current Protocols ir Molécular Biology, Greene Publishing
and Wiley Interscience, New York. A nucleic acid of this disclosure can be, for
example, DNA or RNA and may or may not contain intronic sequences. In a preferred
embodiment, the nucleic acid is a cDNA molecule. Nucleic acids of this disclosure can
be obtained using standard molecular biology techniques.

A prefcrred nucleic acid molecule of the invention comprises the nucleotide
sequence of SEQ ID NO: 11. Another preferred nucleic acid molecule of the invention
comprises the nucleotide séﬁuence'of SEQ ID NO: 14.
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Once DNA .fragments eh_codin g VH and VI; segments are obtained, these DNA
fragments can be further manipulated by standard recombinant DNA techniques, for
example to convert the variable region genes to full-length antibody chain genes such
that the v_ariablé region is operatively linked to-the constant region (see e.g., Example 1).
The term “operatively linked", as used in this context, is intended to mean that the two
DNA fragments are joined such that the amino acid sequences encoded by the two DNA
fragments remain m -frame. .

Antibodies can be produccd in a host cell using methods known in the art (e.g.,
Morrison, S. (1985) Science 229: 1.202). For example, to express the antibodies, the
DNAs encoding thc'heavy and light chains can be inserted into expression vectors such
that the genes are operatively linked to transéﬁptiona] and translational control
sequences. In this context, the term "Operatively linked" is intended to mean that an
antibody géne is ligated into a vector such that transcriptional and translational control
sequences within the vector serve their intended function of regulating the transcription
and translation of the antibody gene. The expression vector and expression control
sequences are chosen to be compatible‘with the éxpression host cell used. The antibody
light chain gene and the antibody heavy cham gene can be inserted into separate vector
or, more typlcally, both genes are inserted into'the same expression vector. The
antibody genes are inserted into the expression vector by standard methods (e.g., ligation
of corriplcfncntaw'resn_'iction sites on the antibody gene fragment and vector, or blunt
end ligation if no restriction sites are }Sres_ent). Additionally, the recombinant expression
vector can encode a signal peptide that facilitates secretion of the antibody chain from a
host cell. The antibody chain gene can be clqncd into the vector such that the signal
peptide is linked in-frame to the amino terminus of the antibody chain gene. The signal
peptide can be an immunoglobulin signal pepﬁ'dc or a heterologous signal peptide (i.e., a
signal peptide from a non-immunoglobulin protein).

In addition to the antibody chain genes, the recombinant expression vectors of
typically carry régulatory sequences tf}at'control the expression of the antibody chain
genes in a host cell. The te'rin "regulatory sequence" is intended to include promoters,
enhancers and other expression control clém@n‘ts. (e:g., polyadenylation signals) that
control the transcription or translation of the antibody chain genes. Such regulatory
sequences aré’desélibed, for example, in-Goeddel (Gene Expression Technology.
Methods in Enzymology 185, Acadf_:rfxic Press, San Diego, CA (1990)). It will be
appreciated by those skilled in the art that the design of the expression vector, including
the selection of regulatory sequences, may depend on such factors as the choice of the
host cell to be transformed, :che level of expression of protein desired, etc. Preferred
regulatory sequences for mammalian host cell expréssion include viral elements that

direct high levels of protein expressionin mammalian cells, such as promoters and/or
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enhancers derived ﬁ;or.ﬁ cytomggaloviius (CMV), Simian Virus 40 (§V40), adenovirus,
(e.g., the adenoﬁmé major-late promoter (AdMLP) and polyoma. Alternatively,
nonviral regulatory sequences may be ﬁsed, such as the ubiquitin promoter or 3-globin
promoter. Still furtﬁer, regulatory elements éomposed of sequences from different
sources, such as the SRo promoter system, which contains sequences from the S$V40
early promoter and the long terminal repeat of human T cell leukemia virus type 1
(Takebe, Y. et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 8:466-472).

In addition to the antibody chain genes and regulatory sequences, the
recombinant expreséion vectors may carry additional sequences, such as sequences that
regulate replication of the vector in host cells (e. g., origins of replication) and selectable
marker genes. The selectable marker gene fac111tates selection of host cells into which
the vector has been introduced (see, e.g., U. S. Pat. Nos. 4 399,216, 4,634,665 and
5,179,017, all by Axel et al.). For example, typically the selectable marker gene confers
resistance -to dmgs', 'suq'h as G418, hygromycin or methotrexate, on a host cell into which
the vector has been introduced. Preferred selectable marker genes include the
dihydrofolate reductase (DHFR) géne (for use'in dhfr- host cells with methotrexate
selection/amplification) and the neo gene (fo‘r*GéIIS' selection).

For expression of the light and heavy chains, the expression vector(s) encoding
the heavy and light chains is transfected into a host cell by standard techniques. The
various forms of the term "transfection” are intended to encompass a wide variety of
techniques commonly used for the introduction of exogenous DNA into a prokaryotic or
eukaryotic host cell; e.g., electi‘oporation, calcium-phosphate precipitation, DEAE-
dextran transfection and thé like. Although it is theoretically possible to express the
antibodies in either prokaryotic or eukaryotic hoét cells, expression of antibodies in
eukaryotic cells, and most preferably mammalian host cells, is the most preferred
because such éuka'ryotic cells, and in particuléf mammalian cells, are more likely than
prokaryotic cells to assemble and secrete a properly folded and immunologically active
antibody. Prokaryb‘tic expression of antibody genes has been reported to be ineffective
for production of high yields of actlve antlbody (Bcrss M. A. and Wood, C. R. (1985)
Immunology Today 6:12-13).

Preferred mammalian host cells foi"express.l:ng the recombinant antibodies of this
disclosure include Chinese Hamster Ovary (CHO cells) (including dhfr CHO cells,
described in Urlaub and Chasin, (1980) Proc. Nail. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, used
with a DHFR seler_:table marker, e.g., as described in R. J. Kaufman and P. A. Sharp
(1982) J. Mol. Biol. 159:601-621), NSO myeloma cells, COS cells and SP2 cells.
Another preferred expression system is the GS gené expression system disclosed in WO
87/04462 (to Wilson), WO 89/01036 (to Bebbington) and EP 338,841 (to Bebbington).

When recombinant expression vectors encoding antibody genes are introduced into
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mammalian host cells, the antibodies are prdduqed by culturing the host cells for a
period of time sufficient to allow for expression of the antibody in the host cells or, more
preferably, secretion of the,anti'body into the culture-medium in which the host cells are
grown. Antibodies can be 1'ecox}cred from the culture medium using standard protein
purification methods. _ ‘

Ina p_rcféned embodiment, the invention provides an expression vector encoding
an anti-NGF antibody, wherein the vector comprises the nucleotide sequence of SEQ ID
NO: 11 encoding én antibody heavy chain and the nucleotide sequence of SEQ ID NO:
14 encoding an antibody light chain. A preferred. expression vector of the invention
comprises the GS ( glutalmné synthetase) gene: In another preferred embodiment, the
invention provides a host cell comprisih g an expression vector of the invention. A
preferred host cell of the invention is a _CHO‘(Ch‘inese Hamster Ovary) cell. In yet
another prefe;réd embodiment, the invention provides a method of expressing an anti-
NGF antibody comprising culturing a host cell comprising an expression vector
comprises the nucleotide sequence of SEQ ID NO: 11 (encoding an antibody heavy
chain) and the npcieotide sequence of‘SE_Q ID NO: .14 (encoding an antibody light
chain) such that an énti—NGF antibody comprising a‘heavy chain encoded by SEQ ID
NO: 11 and a light chain encoded by SEQ ID NO; 14 is expressed.

In yet another aspect, the invention pértai,ns to a process for making an anti-NGF
antibody which has a mutation in a constant fégion of the antibody (e.g., a hinge region
mutation), the process comprising introducing the appropriate mutation into the constant
region, f01" example by standard recombinant DNA techniques. For example, the
invention provides a process for makihg an anti-NGF antibody, wherein the antibody
comprises (i) a heavy chairt variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 having the
amino acid sequences of SEQ ID NOs: 3, 4 and 5, respectively, (ii) a light chain variable
region comprising CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid sequences of SEQ ID NOs: 6,
7 and 8, respectively, and (iii) a human IgG4 constant region, wherein the human IgG4
constant rc;gioh comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO: 10 (and, for
example, wherein the antibody has a mean terminal elimination half-life in humans of at
least 10-30 days, or.additionally or altématively,'h‘as a mean pharmacologic half life in
humans of at least 30 days, or at least 35 days, or at least 40 days, or in a range of at
least four to six weeks, or in a range of four to six. weeks, orin a range of at least four to
seven weeks, or in a range of four to seven weeks, or in a range of at least four to eight
weeks or in a’fange of four to eight weeks), wherein the process for making the antibody
comprises mutating the serine at amino acid -position 108 of SEQ ID NQ: 9 to proline to
create the human IgG4_conStant region comprises the amino acid sequence of SEQ ID
NO: 10. Preferably, the heavy.chain variable region comprises the amino acid sequence
of SEQ ID NO: 1. Preferabiy, the light chain variable region comprises the amino acid
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sequence of SEQ ID.NO: 2. Preferably, the heavy chain comprises the amino acid
sequence of SEQ ID NO 13. PI eferably, the hoht cham comprises the amino acid
sequence of SEQ ID NO: 16.

IV.  Pharmaceutical Comp(')sitions

In another aspect, the present invention,pfovides a composition, e.g., a

pharmaceutical composition, containing an antibody of the invention formulated
together with a pharmacéutically acceptable carrier. In preferred embodiments, the
pharmaceutical composmon 1s suitable for adxmmstratlon intravenously, subcutaneously
(e.g., viaan mjecuon pen) or intra-articularly, although other suitable routes of
administration are described herein. Iri one embodiment, the composition can include a
combination of multiple (e.g., two or more) anﬁbédics of the invention, for example,
antibodies that bind different epitopes on NGF.

As used herein, “pharmaceutically acceptable carrier” includes any and all
solvents, salts, dispersion media, coatings, ahtibacter_ial and antifungal agents, isotonic
and absorption delaying agents, and the like that are physiologically compatible.
Depending on the route of administratbn, the active.compound may be coated in a
material to protect the compound from the action of acids and other natural conditions
that may inactivate the compound. R

A “pharmaceutically acceptable. salt™ refers to a salt that retains the desired
biological acﬁvity of the parent compouﬁd and does not impart any undesired
toxicological effects (see e.g., Berge, S.M., et a{. (1977 J. Pharm. Sci. 66:1-19).
Examples of such salts include acid addition salts and base addition salts. Acid addition
salts include those derived from nontoxic inorganic acids, such as hydrochioric, nitric,
phosphoric, sulfuric, hydrobxoxmc hydroiodic,  phosphorous and the like, as well as from
nontoxic or, oamc acids such as aliphatic mono- and dicarboxylic acids, phenyl-
substituted alkanoic ac:1ds, hydroxy alkanoic’ a01ds, aromatic acids, aliphatic and
aromatic sulfonic acids and the like. Base addition salts include those derived from
alkaline earth metals, such as sodium, potassium, magnesium, calcium and the like, as
well as from nontoxic organic amines, such as N;N'-dibenzylethylenediamine, N-
methyl glucamme chlor oprocaine, cholme diethanolamine, ethylenediamine, procaine
and the like. ‘

Pharmaceutical compositions of the ihveqﬁon can be administered alone or in
combination _the'rapy,. i.e., combined with other-agents. For example, the combination
therapy can include a composition of the present invention with at least one or more
additional 'pharmac':eutical agents. For example, at least one or more additional

pharmacentical agents may be administered separately or can also be incorporated into
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the compositioné. Ina preferred embodiment, an untvi—NGF antibody of the invention is
administered in combination with a second pharmaceutical agent, wherein the second
pharmaceutical agent is selected from the group consisting of NSAIDs, analgesics
(including opioid dnal gesics and atypica] analgesics), local anaesthetics, nerve blocks,
phenol blocks, thci'apeutic antibodies,'ste;'oids, anti-convulsants, anti-depressants,
topical capsaiciu and antiviral agents. A particularly preferred class of second
pharmaceutical agents for use in pain a'lleviati;on'zt_re the opicid analgesics. Additionally
or aIternatively, a séc_ond treatmént regimen can be combined with use of an antibody of
the invention; for example in the alleviation of ‘pain. Examples of such second treatment
regimens include radiotherapy (e.g., for cancer pain), surgical procedures (e.g., gasserian
ganglion and retro'aasserian ablative (needle) procedures for trigeminal neuralgia),
hypnosis and acupuncture ' .

_ Examples of NSAIDS 1nc1ude acctylated %ahcylates including aspirin;
nonacetylated salicylates including salsalate, diflunisal; acetic acids including etodolac,
diclofenac, mdomethacm ketorolac, nabumetone propionic acids including fenoprofen,
flurbiprofen, 1bup10fen ketoprofen, naploxen napl oxen sodium, oxaprozin; fenamates
including meclofenamate, mefenamic acid; phenylbutazone, piroxicam; COX-2
inhibitors including‘ celecoxib, etoricoxib, valdecoxib, rofecoxib, lumiracoxib.
Examples of analgcgicé include paracétar_no] (acetaminophen), tramadol, tapentadol,
capsaicin (topical), opioid aha]gesi'cs and atypical analgesics. Examples of opicid
analgesics include morphine, codeine, thebaine, hydromorphone, hydrocodone,
oxycodone, oxymorphone, desomorphine, diacetylmorphine, nicomorphine,
dipropanoylni'orphine, benzylmorphine, ethylﬁbmhine, fentanyl, pethidine, methadone,
tramadol and propokyphene. Examples of atypical analgesics include trycyclic anti-
depressants, carbaiepine, gabapentin, pregabalin, duloxetine and caffeine. Examples of
steroids include intraarticular corticosteroids (IACs) and prednisone. Examples of
therapeutic antibodies include anti-TNF antibddies, such as Remicade® and Humira®,
and antiCD20 antibodies, such as Rituxan® and Arzerra™, Examples of antiviral
agents include acyclovir and oseltamivir phosphate (Tanﬁﬂu@).

In a preferred embodiment, the combination therapy can include an anti-NGF
antibody of the presént invention with at least one or more TrkA inhibitors (e.g..
compounds that aut'ago_nize' TrkA activity). TrkA inhibitors can function, for example,
by interacting extracellularly with the TrkA receptor, or by interacting intracellularly
with the TrkA signaling transduction machinery (e.g., inhibition of TrkA kinase
activity). Non-limiting examples of extracellular TrkA inhibitors include anti-TrkA
anttbodies (such as the humanized anti-TrkA ant'ibodies described in US Patent
Publication No. 20090208490 and US Patent Publication No. 20090300780) and NGF
peptide mimetics that antagonize TrkA (such as described in Debeir, T. ef al. (1999)
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA '96:4067-4072). Non-limiting examples of intracellular TrkA
inhibitors include cell-penetrating peptides that antagonize TrkA function (e.g.,as
described in Hirose, M. et al. (2008) J. Pharmacol. Sci. 106:107-113; Ueda, K. et al.
(2010) .J. Pharmacol. Sci., March 30, 2010'is.suel) and small molecule inhibitors such as
TrkA kinase inhibitors (e.g., as described in _V_Vood, E.R. et al. (2004) Bioorg. Med.
Chem. Lett. 14:953-957; Tripathy, R. et al. (2008) Bioorg. Med. Chem. Letr. 18:3551-
3555). Other hon-limﬁing examples of TrkA inhibitors include ARRY-470 and ARRY-
872 (Array Biopharma). | :

In another preferred embodiment, the combination therapy can include an anti-
NGF antibody of the presefﬁ invention with afle_ast one or more Protein Kinase C (PKC)
inhibitors (e.g., compounds that antagonizé’ PKC ac.tivity).

A composition of the prelsent invention can be administered by a variety of
methods known in the art. As will be appreciaied by the skilled artisan, the route and/or
mode of administration will vary depénding upon the desired results. Preferably, the
carrier is suitable for intravenous, intra-articular, subcutaneous, intramuscular,
parenteral, intra-tumoral, intranasal, i'ntravesiculér; intrasynovial, oral, mucosal,
sublingual, spinal or epidefmal administration or by instillation into body cavities (e.g,
abdomen, pleural cavity, nasal sinuses) or ontd the surface of the eye, or into the lungs
by administration by inhalation. For pamculai routes of administr ation, a suitable
delivery dewce may be chosen for use. For example for subcutaneous or intramuscular
administration, an injection pen (e.g., that can be self-administered) can be used. Such
injection pens, also referred to as injectors are knowh in the art, including those that
contain a liquid- dose of antlbody (such as the smole -use tnjection pen used to administer
Humira®) and, more plefelably, those that contain a solid dose of antibody that is
reconstituted into a liquid form 1mmedlately priorto 1nJect10n Also for subcutanecus
admlnlstlahon a subcutaneous implant'can be used Additionally, transcutaneocus
delivery can be achieved by use of a topical cutaneous (skin) patch (e.g., adhesive
patch). Transcutaneous delivery also can be achieved by injection of dry powder (such
as injectors comm‘eicially aivai]able from Glide Pharfna) Still further, for delivery into
the lungs (e.g., in the treatment of asthma or 1r|t1actable cough), a nebulized solution in a
nebulizing device can be used _

The active compounds can be prepzir_ed'bvith carriers that will protect the
compound against rapid release, such as a cont;'dlled release formulation, including
implants, trarisdermal patches, and microencapsulated delivery systems. Biodegradable,
bilocompatible polymers can be used, such as ethylene vinyl acetate, polyanhydrides,
polyglycolic acid, cbl]agen; polyorthoesters, and.p_oli.flactic acid. Many methods for the

preparation of such formulatioris are patented or gcﬁcra]ly known to those skilled in the
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art. See, ¢.g., Sustained and _Contrblled R._elea&é ,Drjdg Delivery Systems, ].R. Robinson,
ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

To admmlster a compound of the mvent10n by certain routes of administration, it
may be necessaly to coat the compound with, or co-administer the compound with, a
material to prevent its inactivation. For exarple, the compound may be administered to
a subject in an app‘répriate carrier, for.example, .HPOS-O]TICS, or a diluent.
Pharmaceutical}y acceptable diluents include saline’and aqueous buffer solutions.
Liposomes include water-in-oil-in-water CGF .emuls.ions as well as conventional
liposomes (Strejan ef al. (1984) J. Newroimmunol: 7:27).

Pharmgceutically acceptable carriersr-ing:lﬁde sterile aqueous solutions or
dispersions and sterile powders for the extemporaneous preparation of sterile injectable
solutions or dispersion. The use of such media and agents for pharmaceutically active
substances is known in the art. Except insofar as gnj} conventional media or agent is
incompatible with the active compound, use theréof in the pharmaceutical compositions
of the invention is contemplated. Supp]ementary active compounds can also be
incorporated into the compositions. _ _

Therapeuhc compositions typically must be sterile and stable under the
conditions of manufacture and storage. The composition can be formulated as a
solution, microemulsion, | liposome; or other ordered structure suitable to high drug
concentration. The carrier can be a solvent or dlspersmn medium containing, for
example, water, ethanol, polyol (for example, ]ycello], propylene glycol, and liquid
polyethylene glycol, and the like), and suitable mixtures thereof. The proper fluidity can
be maintained, for example, by the use of a c‘déﬁﬁg such as lecithin, by the maintenance
of the required particle size in the case of di spe,réic‘m and by the use of surfactants. In
many cases, it-will be prg:ferable to include isotonic agents, for example, sugars,
polyalcohols such as mannitol, sorbitol, or sédium chloride in the composition.
Prolonged absorpmon of the injectable compos1t10ns can be brought about by including
in the composition an agent that delay% absorption, fcn example, monostearate salts and
gelatin. ' _

Sterile inject'able solutions can be prepéred by incorporating the active
compound in thé required amount in an appropuate solvent with one or a combination of
ingredients enumerated above, as required, followed by sterilization microfiltration.
Generally, dispersions are prepared by mcorporatmg_the active compound into a sterile
vehicle that contains a basic dispersion medium and the required other ingredients from
those enumerated above, Inthe case of sterile powders for the preparation of sterile
injectable solutions, the prefen‘éd methods of preparation are vacuum drying and freeze-
drying (lyophiIiiaﬁdn) that yield a powder of the active ingredient plus any additional
desired ingredient from a previously ster_ile-ﬁlteréd solution thereof,
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Dosage regimens are adjusted to provide fhe optimum desired response (e.g., a
therapeutic response). For example, a single bloLus may be administered, several divided
doses may be administered over time or the dose _méy be proportionally reduced or
increased as indicated by the exigencies of the therapeutic situation. A typical single
dose (which ﬁiay be administered on a dosing schedule as described further below)
might range from about any of 0.1 },LU/kU to 1 ug/kg to 3 pg/ke to 30 pweskg to 300 ue/ke
to 3000 pg/kg (3 me/kg), to 30 mg/kg to 100 mg/kg or more, depending on the factors
described herein. For example; an anti-NGF antibo'dy may be administered at about .1
ug/kg, about 10 pgrke, abdu_t.ZO ug/kg, about SQ'ugﬂcg, about 100 pug/kg, about 200
pne/kg, about 300 pg/ke, about 400 ug/kg about 500 ug/k about 1 mg/kg, about 2
mg/kg or about 3 mg/kg. In a preferred embodlment the anti-NGF antibody is
administered-at a dose in a range from about 3 p. g/kg to about 3000 pug/kg. In another
preferred embodiment, the anti-NGF antibody is administered at a dose of 100 png/kg. In
another preferred embodiment, the anti-NGF an’tibody is administered at a dose of 200
ug/ke. In another prefened embodlment the anti- 'NGF antibody is administered at a
dose of 300 pg/kg. In another plefcn ed embodment the anti-NGF antibody is
administered at a dose of 400 pg/kg. o

For repeatcd administrations over several days weeks or months or longer,
depending on the condition, the tr eatrnent is sustained until a desired suppression of
symptoms-occurs or until sufficient therapeutic levels are achieved (e.g., to reduce pain).
An exemplary dosmv 1601men compnses admmlstenng an initial dose in a range of
about 3 pg/kg to 500 pg/kg, followed by a monthly maintenance dose of about 3 pg/kg
to 500 pg/kg of the anti-NGF antibody. In another,embodlment, a dose of about 200
Hg/kg is administered once every month. In_yét another embodiment, a dose of about
400 pg/kg is administered once every two mon‘th's. However, other dosage regimens
may be useful, depending on the pattern of pharmacokinetic decay that the practitioner
wishes to achieve.. For e%ample, in some embodiments, dosing from one to four times a
week is contemplated. HoWevcr, given the long .durétion of pain alleviation by the anti-
NGF antibodies, less frequent dosing may be used. 'In some embodiments, the anti-NGF
antibody is administered once every week, once every 2 weeks, once every 3 weeks,
once every 4 weeks, once every 5 weeks, o'n.cé‘évéry. 6 weeks, once every 7 weeks, once
every 8 weeks, once every 9 weeks, once every 10 weeks, once every 15 weeks, once
every 20 weeks, once every 25 weeks, once every 26 weeks, or longer. In some
embodiments, the anti- NGF antibody 1s adrninistered once every | month, once every 2
months, once every 3 months, once every 4 months once every 5 months, once every 6
months, or longer. :

As discussed furthel in Example 6, ina plefeued embodiment, an anti-NGF
antibody of the invention is administered (e.g., to a human) intravenously at a dose in a
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range of 0..1 mg/kg to 0.2 mg/ke, préferably 0.15 mg/kg, once every 12 weeks. In
another preferred embodiment, an anti-NGF antibody of the invention is administered
(e.g., to a human) subcutaneously at a dose in arange of 0.2 mg/kg to 0.4 mg/kg,
preferably 0.3 mg/kg, once every twelve weeks. In yet other embodiments, an anti-NGF
antibody of the invention is administered at a dose 11 a range of 0.1 mg/kg to 3 mg/kg,
orin arange of 0.1 mg/kg to 30 meg/ke, or in a'fange of 0.1 mg/kg to 20 mg/kg, orin a
range of 0.1 nig/kg to 10 mg/kg, or in a range of 1 mg/ke to 30 mg/kg, or in a range of 1
mg/kg to 20 me/kg or in a range of 1 mg/kg to 10 mg/kg.

It is especially advantageous to formulate parenteral compositions in dosage unit
form for ease of administration and uniformity of dosage. Dosage unit form as used
herein refers to physically discrete units sﬁited-a:s unitary dosages for the subjects to be
treated; each unit contains a predetermined quantity of active compound calculated to
produce the desired therapeutic effect in association with the required pharmaceutical
carrier. The speciﬂcﬁtion for the dosage unit forms of the invention are dictated by and
directly dependent. on (a) the unique characteristics of the active compound and the
particular therapeutic effect to be achieved, and (b) the limitations inherent in the art of
compounding such an active compound for the treatment of sensitivity in individuals.
For example, non-limiting cxamples of do's'aoe'umt‘ forms include 0.2 mg (corresponding
to a dose of 3 ug/kg in a person of about 70 kg), 2 mg (corr esponding to a dose of 30

g/kg in a person of about 70 kg) and 7 mg (correspondmg to a dose of 100 pg/kg in a
person of about 70 kg). |

Examples of pharmaceutically-acceptable antioxidants include: (1) water soluble
antioxidants, such as ascorbic acid, cysteine hydrochloride, sodium bisulfate, sodium
metabisulfite, sodium sulfite and the like; (2) c}il_—so.lilb]e antioxidants, such as ascorbyl
palmitate, butylated. hydroxyanisole (BHA)', butylated hydroxytoluene (BHT), lecithin,
propyl gallate, al_pha-tocopherol,. and the like; and (3) metal chelating agents, such as
citric acid, ct‘h"ylenedialmne tetraacetic acid (EbT A), sorbitol, tartaric acid, phosphoric
acid, and the like. ‘

Formulations may conveniently be pre‘;ented'in dosage unit form and may be
prepared by any methods known i in the art of phaimacy Dosage unit form as used
herein refers to physically discrete units smted as unitary dosages for the subjects to be
treated; each unit containing a predetermined quantlty of active compound calculated to
produce the desu ed therapeutic effect in assocmtion with the required pharmaceutical
carrier. The amount of active 1n0redjent Wthh can be combined with a carrier material
to produce a single dosage form will var y depending upon the subject being treated, and
the particular mode of administration.. The amount of active ingredient which can be
combined with a carrier rnqtcﬁal to produce a singjé dosage form will generally be that

amount of the composition which pfoduces a therapeutic effect. Generally, out of one
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hundred per (n:ent,r this amount will 1‘ange-from about 0.001 per cent to about ninety
percent of active ingredient, preferably from about 0,005 per cent to about 70 per cent,
most preferably ffom about 0.01 per cent to about 30 per cent.

The phrases “parenteral administration” and “administered parenterally” as used
herein means modes of administration other thari enteral and topical administration,
usually by injecﬁon,' and includes, without lifrlita!:ion-, intravenous, intramuscular, intra-
arterial, intrathecal, ihtraca_psular, intraorbital, intracardiac, intradermal, intraperitoneal,
transtracheal,. subcutaneous, subcuticular, in;raarticular, subcapsular, subarachnoid,
intraspinal, epidural and intrasternal injection and infusion.

Examples of suitable aqueous and nonaqueous carriers which may be employed
in the pharmace'utichl compOsifipns of the invention include water, ethanol, polyols
(such as glycerol, propylene glycol, polyethylene glycol, and the like), and suitable
mixtures therebﬂ vc'getablc oils, such as olive oil, and injectable organic esters, such as
ethyl oleate. Proper f’luidity can be maintained, for example, by the use of coating
materials, such as lecithin, by the maintenance of the required particle size in the case of
dispersions, and by the use.of surfactants.

These compositions may also contain adjuvants such as preservatives, wetting
agents, emulsifying agents and dispersing agents. Particular examples of adjuvants
which are well-known in the art include, for c'xamplle, inorganic adjuvants (such as
aluminum salts, e.g:, aluminum f)hosphate and aluminumhydroxide), organic adjuvants
(e.g., squa]cné), oil-based adjuvants, virosomes (e.g., virosomes which contain a

membrane-bound hemagglutinin and neuraminidase derived from the influenza virus),

Prevention of preschce of rr_1ic1=oo_rganis1h§ méy be ensured both by sterilization
procedures, supra, and by the inclusion of various zintibacterial and antifungal agents,
for example, paraben, chlorobutanol, phenol sdrbic.acid, and the like. It may also be
desirable to include isotonic agents, such as sﬁgars, sodium chloride, and the like into
the compositions. .In addition, prolonged absor,pfic)n of the injectable pharmaceutical
form may be brought about by the inclusion of agents which delay absorption such as
aluminum ‘monostearate én_d gelatin. ‘

When the compounds of the present invént_ioﬁ are administered as
pharmaceuticals, to humans-and animals, they can Bc given alone or as a pharmaceutical
composition containing, for example, 0.001 to 90% (more preferably, 0.005 to 70%,
such as 0.0] to' 30%) of active ingredient in COinb'ination with a pharmaceutically
acceptable carrier. | | -

Regardless of the route of administration selected, the compounds of the present
invention, which may be used in a suitable hbydrated form, and/or the pharmaceutical
compositions of the preésent invention; are formﬁl.a,t(;d into pharmaceutically acceptable

dosage forms by conventional methods known to those of skill in the art.

lags



WO 2010/128398 . - . PCTAB2010/001210

10

15

20

25

30

35

Actual dosage levels of the active ingredients in the pharmaceutical compositions
of the present"invéntion may be varied so as to obtain an amount of the active ingredient
which is effective to achieve the desired therapeutic response for a particular patient,
composition, and mode of administration, without being toxic to the patient. The
selected dosage level will depend upon a variety of pharmacokinetic factors including
the activity of the particulai“compdsi.tions of the present invention employed, or the
ester, salt or amide thereof, the route of adnﬁhis‘traﬁbn, the time of administration, the
rate of excretion of the part;iculal" compound being erhp]oyed, the duration of the
treatment, other drugs, compounds and/or materials used in combination with the
particular compositions émployed, the age, sex, weight, condition, general health and
prior medical history of the patient being treated, and like factors well known in the
medical arts. A physician or veterinarian having ordinary skill in the art can readily
determine and prescribe the effective amount of the pharmaceutical composition
required. For example, the physician or veterinarian could start doses of the compounds
of the invention employed in the pharmaceutlca] composmon at levels Jower than that
required in order to achieve the demed therapeutic effect and gradually increase the
dosage until the desired effect is achieved. In general, a suitable daily dose of a
composition of the invention will be that amourit of the compound which is the lowest
dose effective to produce a therapcutic effect. Such an effective dose will generally
depend upon the factors described above. " |

Therapeutlc compositions can be admlmstemd with medical devices known in
the art. For example, in a preferred embodlmept, a therapeutlc composition of the
invention can i)e administered with a needleless hypodermic injection device, such as the
devices disclosed in U.S; Patent Nos. 5,399,163, 5,383,851, 5,312,335, 5,064,413,
4,941,880, 4,790,824, or 4,596.556. Examples of well-known implants and modules
useful in the preéen"t invent}on include: U.S. Plate.ﬁt'.No. 4,487,603, which discloses an
implantable micro-infusion pumip for d~ispensihg. medication at a controlled rate;

U.S. Patent No. 4.,4‘86,] 94, which discloses a‘-t'herap_eutic device for administering
medications threugh the skin; U.S. Patent No. 4,447,233, which discloses a medication
infusion pump for delivering medication at a precise infusion rate; U.S. Patent

No. 4,447,224, which discloses a variable flow implantable infusion apparatus for
continuous drug delivery; US Patent-No. 4,439',_196; which discloses an osmotic drug
delivery system having multi-chamber co’mpmiménis; and U.S. Patent No. 4,475,196,
which discloses an osmotic drug delivery sy’stém. Many other such implants, delivery
systems, and modules are known to those skﬂiéd in the art.

In certain embodiments, the monoclonal antibodies of the invention can be
formulated to ensure proper distribution in vivo. For example, the blood-brain barrier

(BBB) excludes rhany highly hydrophilic coinpound_s. To ensure that the therapeutic
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compounds of the 'ihventioh cross the BBB (if de_sired), they can be formulated, for
example, in liposomes. Formethods of manum_‘_fact.ﬁr‘i'ng liposomes, see, e.g., U.S. Patents
4,522,811, 5,374,548; and 5,399,331. The .lipdsom,es may comprise one or more
moieties which are selectively transported in'té"spé:ciﬁc cells or organs, thus enhance
targeted drug delivery (see, e.g., V.V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29:685).
Exemplary targeting moieties include folate or biotin (see, e.g., U.S. Patent 5,416,016 to
Low et gl.); mannosides .(Umezawact al., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun.
153:1038); antibodies (P.G.. Bloeman et al. (1995_)_ FEBS Lett. 357:140; M. Owais ef al.
(1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39:180_)_; sm:f_actant protein A receptor (Briscoe et
al. (1995) Am. J. Physiol. 1233:134), different species of which may comprise the
formulations of the inventions, as well as co;ﬁpbnén(s of the invented molecules; p120
(Schreier ef al. (1994) J. Biol, Chem. 269:9090};.'866 also K. Keinanen; M.L. Laukkanen
(1994) FEBS Leit. 346:]23; 1.J. Killion; 1.J. Fidler (1994) Immunomethods 4:273.

V. Methods of Using Antibodies of the Irivenfion

In another aspect, the invention provides -a method of treating, e.g., attenuating or
inhibiting, an NGF-ielated disease or conditi_‘oh i_r{a subject, the method comprising
administering to the subject the anti-NGF antibody of the invention. Preferably, the
anti-NGF antibody is used to attenuate or alleviate pain, e.g., pain associated with a
disease or condition wherein the developmeﬁt or maintenance of the pain is mediated, at
least in part, by NGF. Non-limiting examples of_NQF—related disease or condition
include inﬂamrriatoiy pain, post-surgical pain,. post-operative pain (including dental
pain), neuropathic pain, periphcfal neuropathy, diabetic neuropathy, fracture pain, gout
joint pain, post'—herp'etic neuralgia, cancer pain, os'teoarthritis or rheumatoid arthritis
pain, sciatica, pains associated with <;1ckle cell crises, headaches (e.g., migraines, tension
headache, cluster headache), dysmenouhea endomctnosls uterine fibroids,
musculoskeletal pain, chronic low back pain, fibromyalgia, sprains, visceral pain,
ovarian cysts, prostatitis, chronic pelvic pam syndrome cystitis, interstitial cystitis,
painful bladder syndrome and./or bladder pain-syndrome, pain associated with chronic
abacterial prostatitis, incisional pain, migraine, tnccmmal neuralgia, pain from burns
and/or wounds, pain associated with trauma, pam associated with musculoskeletal
diseases, ankylosmcr spondlhtls periarticular pathologies, pain from bone metastases,
pain from HIV, erythiromelalgia or pain caused by pancreatitis or kidney stones,
malignant melanoma, Sjogren’s syhdrome, asthma, (¢.g., uncontrolled asthma with
severe airway hyper-responsiveness), intractable. cough, demyelinating diseases, chronic
alcoholism, strokc, thalamic paip syndrome, pain from toxins, pain from chemotherapy,

fibromyalgia, inflammatory bowel disorders, irritable bowel syndrome, inflammatory
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eye disorders, inflammatory or unstable bl_adde'r disorders, psoriasis, skin complaints
with inflammatory components, sunburn, ca;‘ditis,‘ dermatitis, myositis, neuritis, collagen
vascular diseases, chronic inflammatory conditions, inflammatory pain and associated
hyperalgesia and allodynia, neurobath_ic pain and associated hyperalgesia or allodynia,
diabetic neuropathy pain', causalgia, sympathetically maintained pain, deafferentation
syndromes, epithelial tissue damage or dysfuncﬁqn, disturbances of visceral motility at
respiratory, genitourinary, gastiointestinal or vascu].ar regions, allergic skin reactions,
pruritis, vitiligo, general gastrointestinal dlso1de1 s, colitis, gastric ulceration, duodenal
ulcers, vasomotor or allergic rhinitis, bronch1a1 dlSOIdB]“; dyspepsia, gastroesophageal
reflux, pancreatitis, and visceralgia. \

Furthermore; NGF has been 1.mp]icated'in the proliferation of cancers such as
prostate cancer, thyroid cancer, lung cancer,‘prolactir;oma and melanoma. Accordingly,
in another embodiment, the NGF-related disease or condition that can be treated using
an anti-NGF ant'ibody of the ini/ention‘is cance, pre_ferably prostate cancer, thyroid
cancer, lung cancer, prolactinorﬁa or m‘elanoma.- Thus, in another embodiment, the
Invention also provides a method of treating,‘cdncér in a subject, preferably prostate
cancer, thyroid Caneer, lung cancer, prdlactinome or melanoma, comprising
administering an anti-NGF antibody of the invention to the subject.

- Still further, in another embodiment, -the NGF-related disease or condition can be
HIV/AIDS. Blockaoe of NGF using an anti- NGF antibody of the invention may block
HIV infected macrophages thereby treating HIV/AIDS. Accordingly, in another
embodiment, the invention also prowdes a method of treating HIV/AIDS in a subject,
comprising administering an anti-NGF antibédy of the invention to the subject.

Paltlculally preferred diseases and conditions for treatment according to the
methods of the invention include mﬂammatmy pain (particularly osteoarthritis or
rheumatoid arthritis pain), musculoskeletal pain (particularly chronic low back pain),
cancer pain, neuropathlc pain (pzutlcu]arly diabetic neuropathic pain), pain from bone
metastases, interstitial cystitis/ pamful bladder. syndrome, pain associated with chronic
abacterial prostatms pain from endometr1051s andfor aterine fibroids, and post-operative
pain. ‘ , .

Pain and/or other symptoms associated -with endometriosis and/or uterine
fibroids may e'ompriSe dysmenorrhoea; chronic non-menstrual, pelvic pain; dyspareunia;
dyschexia; menorrhagia; lower abdominal or back pain; infertility and subfertility;
dysuria; bloatmcr and pain on mlctuntlon nausea, vomiting and/or diarrohea. Symptoms
may also compuse symptom% 1e]ated to endometriotic lesions or fibroids located outside
the peritoneal cawty including for example thoracic endometriosis syndrome manifest as
haemoptysis, pneumothm ax or haemothorax and pulmonary leiomyosis manifest as

dyspnoea and a pulmonary Imass.
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In a particularly preferred e_mbbdi‘ment{ an‘a'nti-NGF antibody of the invention is
used to treat pain. Preferably, the type of pain treated is selected from the group
consisting of ostéoarthritis pain, .chronic low‘Béck pain, diabetic neuropathic pain,
cancer pain and'cndo'metriosis and/or uterine fibroid pain. Accordingly, in a preferred
embodiment, the invention provides a, method of treating pain in a subject comprising
administering an énti—NGF antibody of the ihvcntion such that pain in the subject is
treated. Prefe,lably, the pain is selected from the group consisting of osteoarthritis pain,
chronic low back pam diabetic neuropathic pain, cancer pain and ehdometriosis and/or
uterine fibroid pain. Accordingly, in one embodiment, the invention provides a method
of treating osteoarthritis pain in a subject corh;ﬁrisinﬂ administering an anti-NGF
antibody of the invention such that ostecarthii itis pam in the subject is treated. In
another embodiment, the invention pr ovides a method of treating chronic low back pain
in a subject comprising administering an anti-NGF antibody of the invention such that
chronic low back pain in the subject is treated. in yet another embodiment, the invention
provides a method of treating diabetic neuropathic pain in a subject comprising
administering an anti-NGF anti.t;ody of the invention such that diabetic neuropathic pain
in the subject is treated. In yet another embo‘dim_ént,. the invention provides a method of
treating cancer pain in a subject comprising adnﬁnistcﬁng an anti-NGF antibody of the
invention such that cancer pain in the subject is treated. In yet another embodiment, the
invention provides a method of treating endéme_tﬁosis and/or uterine fibroid pain in a
subject comprising administering an anti-NGF antibody of the invention such that
endometriosis and/or uterine fibroid pain in the subject is treated.

In another embodiment, fhe_ invention provides an anti-NGF antibody as
described herein for treating an NGF—rc_lated‘disqése.- Non-limiting examples of NGF-
related diseasesbr conditions include those listed above. In another embodiment, the
invention pxovxdes an anti-NGF antibody as described herein for treating pain. In yet
another embodiment, the invention provides an anti-NGF antibody as described herein
for treating pam qelected from the gr oup consisting of osteoarthritis pain, chronic low
back pain, diabetic neu10pathlc pain, cancer pain and endometriosis and/or uterine
fibroid pain. In yet another embodiment, the invention provides an anti-NGF antibody
as described herein ,fqr treating OSteoart.lu'itis\pain. In yet another embodiment, the
invention provides an anti-NGF antibody as described herein for treating chronic low
back pain. In yet another embodiment, the invention provides an anti-NGF antibody as
described herein for treating diabetic neuropathic pain. In yet another embodiment, the
invention provides an énti—NGF antibédy as described herein for treating cancer pain. In
yet another embodlment the invention prov1des an anti-NGF antibody as described

herein for treating endometuosls and/or utenne fibroid pain.
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Ina particﬁl'ar embodiment, the invention provides a method of attenuating or
inhibiting pain in a subject, the method comprising administering to the subject an anti-
nerve growth factor (NGF)'antibody comprising a hﬁman IgG4 constant region, wherein
the human 1gG4 constant 1'cgion‘comp1'ise§'thé' amino acid sequence of SEQ ID NO: 10,
and wherein the antibody alleviates pain in the sUbjeét for a duration of at least about
four weeks to about twelve weeks (or at least four to twelve weeks, or at least four
weeks, or at least eight weeks, or at leﬁst twelve weeks, or for one to twelve weeks, or
for four to twelve weeks or for eight to twelve Weeké) after administration of a single
dose of the anti-NGF antlbody to a subject P1eferably, the pain is selected from the
group consisting of osteoarthritis pain, chxomc low back pain, diabetic neuropathic pain,
cancer pain, endometriosis pain and uterine ﬁblOld pam Preferably the anti-NGF
antibody is administered at a dose in a Iarwe fr om about 0.1 mg/kg to 3 mg/kg, or from
0.1 mg/kg to 3 mg/kg, or from about 0.1 mg/kg to about 30 mg/kg, or from 0.1 mg/kg to
30 mg/kg or at one of the other dosage ranges described herein.

In another pamcular embodiment, the invention provides a method of attenuating
or inhibiting a nerveé oxowth factor (NGF) re]atcd d&i sease or condition in a subject such
that a rebound effect is avoided i in the subject, the mcthod comprising administering to
the subject an anti-NGF antibody comprising a human IgG4 constant region, wherein the
human I¢G4 constant region comprises a hiﬂgq région mutation at amino acid position
108 of SEQ 115 NO: 9, and wherein the antibody has a terminal elimination half-life in a
human of at least 10-30 days (or at least 10 days, or at least 15 days, or at least 20 days,
or at least 25 days, or at least 30 days. or at least 40 days, or in a range of about 10 days
to about 40 days, or in a range of 10-40 days, or in 7—:1‘ range of about 15 to about 30 days,
or in a range of 15-30 days), wherein the antibody is administered to the subject at a
dosage and at a frequency such that a rebound éffect_is avoided in the subject.
Preferably, the serine at amino acid position 108 of SEQ ID NO: 9 is mutated to proline.
Preferably, the human IgG4 constant region comprises the amino acid sequence of SEQ
ID NO: 10. Preferably, fhe antibody competes for bindin0 to NGF with an antibody
comprising a heavy chain variable region compnsmc the amino acid sequence of SEQ
ID NO: 1 and alight chain variable 1eolon comprising the amino acid sequence of SEQ
ID NO: 2. Preferably, the NGF-related disease or condition is pain selected from the
group consisting of osteoarthritis pain, chron‘i(‘:'.low back pain, diabetic neuropathic pain
cancer pain, epdométriosis pain and uterine ﬁbrdid pain. Preferably, the anti-NGF
antibody is administered_ at adose in a réngc from about 0.001 mg/kg to about 30 mg/ke,
more preferably from 0.1 mg/kg to 3 m g/kg, or at one of the other dosage ranges

described herein. More preferably, to-avoid a 1ebound effect, the antibody is

administered at a lower dosage range, for example in a range of 0.001 mg/kg to 1 mg g/kg,

or in a range of 0.001 mg/kg to 1 mg/kg or in arange of 0.001 mg/kg to 0.5 mg/kg orin
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a range of 0.001 mg/kg to 0.3 mg/kg, orin a range of 0.01 mg/kg to 1 mg/kg orin a
range of 0.01 mg/ke t0 0.5 mg/kg or 0.01 mg/kg to 0.3 mg/kg. More preferably, to
avoid a rebound effect, ‘the antibody is administered at a lower dosage range (as set forth
above) and at more fi equent intervals, such as-once every week, or once every two
weeks, or once every four weeks.

The mventmn also provides for use of the anti-NGF antibody of the invention for
the manufac-tule of a medicament for use to attenuate or inhibit an NGF-related disease
or condition in a subject. Non-limiting examples of NGF-related diseases or conditions
include those listed above. - In another embodiment, the invention provides an anti-NGF
antibody of the invention for the manufacture of a medicament for the treatment of pain.
In yet another embodiment; the invention provides an anti-NGF antibody of the
invention for the manufacture of a medicamqnt for treating pain selected from the group
consisting of osteoarthritis pain, chronic low back pain, diabetic neuropathic pain,
cancer pain and'endometriosis and/or 'utcriné fibroid pain. In yet another embodiment,
the invention provides an anti-NGF antibody of the invention for the manufacture of a
medicameﬁt for thé'treatment of osteoarthritis pain. In yet another embodiment, the
invention provides an anti-NGF antibédy of the invention for the manufacture of a
medicament for the trcatmérit of chronic low back pain. In yet another embodiment, the
invention provides an anti-NGF antibody of the invention for the manufacture of a
medicament for the treatment of diabetic neuropathi¢ pain. In yet another embodiment,
the invcntion'prdvides an anti-NGF antibody of the invention for the manufacture of a
medlcament for the treatment of cancel pain. In yet another embodiment, the invention
pr ovides an antl—NGF antibody of the invention-for the manufacture of a medicament for
the treatment of endometriosis and/or uterine fibroid pain. In a preferred embodiment,
the anti-NGF antibody is adininistéred at a dose in a'range from about 3 pg/kg to about
3000 pg/kg, or at a dose of 100 pg/kg, or at a dose of 300 ug/ke. In another preferred
embodiment, an anti-NGF antibédy of the invention is administered (e.g., to a human)
intravenously at a 'do_se in a range of 0.1 mg/kg to 0.2 mg/ke, preferably 0.15 mg/kg,
once every 12 weeks. In another preferred embodiment, an anti-NGF antibody of the
invention is adminiétered (é.g., to a human) subcutaneously at a dose in a range of 0.2
mg/kg to 0.4 mg/kg, preferably. 0.3 mg/kg, once évery twelve weeks. In yet other
embodiments, an anti-NGF éntibody of the in\}entioh is administered at a dose in a range
of 0.1 mg/kg to 3 mg/kg, orin a range of 0.1 r'ng/k5 to 30 mg/kg, orin arange of 0.1
mg/kg to 20 mg/kg, orin a 1anoe of 0.1' mg/kg to 10 mg/kg, or in a range of 1 meg/kg to
30 mg/kg, orin a range of 1 mg/kg to 20 mg/kg or in a range of 1 me/kg to 10 me/ks.
However, other suvitable dosage rangés and doses are set forth above in the section on
pharmaceutical compositions.
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In a preferred embodiment, the 'anti-NG,F"antibody is administered intravenously.
In another preferred embodiment, the anti-NGF antibody is administered subcutaneously
or intra-axﬁcularl).z-. ‘However, other suitable routes of administration are set forth above
in the section on pharmaceutical compositions. N

Ina prefcn'eﬂ embodiment, an anti—NG__F ant-ibody of the invention alleviates pain
in a subject to which the antibody is administered for a long duration. For example, in
one embodiment, the antibody alleviates pain fo; a duration of at least about one week to
about twelve weeks (or for at least one weekta twelve weeks) after administration of a
single dose of the anti-NGF antibody to a subject. In another embodiment, the antibody
alleviates pain for a duration of at least about one week (or at least one week) after
administration of a single dose rof the anti-NGF .an_ti}:)ody to a subject. In another
embodiment, the an.'tibody alleviates pain for a duration of at least about two weeks (or
at least two weeks) after adminiétratiori of a singie dose of the anti-NGF antibody to a
subject. In another embodiment; the antibody a]léviates pain for a duration of at least
about four weeKs (or at least four weeks) aftér adhlinistration of a single dose of the anti-
NGF antibody to a subject. In another efnbodimcnt, the antibody alleviates pain for a
duration of at Jeast about eight weeks (or at l.eas‘t eight weeks) after administration of a
single dose of the anti-NGF antibody to a subjecf. In another embodiment, the antibody
alleviates pain for a'duration of at least about twelve weeks (or at least twelve weeks)
after administration of a single ciose of the anti-NGF antibody to a subject. In one
embodiment, the antibody alleviates pain for a dyi‘ation of at least about four weeks to
about twe_:lve:wééks (or for four weeks to twelve weeks) after administration of a single
dose of the anti-NGF antibody to a subject. In one embodiment, the antibody alleviates
pain for a duration_‘ of at least about eight weeks to ahout twelve weeks (or for eight
weeks to twelve wé;:ks) after administration of a single dose of the anti-NGF antibody to
a subject. o .\ ‘
| In another embodiment, the anti-NGF ‘a_n'tibody is administered together with a
second pharmacéutiéal agent or a second treétmept regimen. The antibody and the
second agent; or the éntibody and the second treatment regimen, can be administered or
performed simultaneously or, alternatively, the antibody can be administered first,
followed By the second pharmaceutical agent or second regimen, or the second
pharmaceutical agént or regimen can be administered or performed first, followed by the
antibody. Non-limiﬁng examples of suitable second pharmaceutical agents and second
treatment regimens are set forth above in the section on pharmaceutical compositions.
Particularly referred second phafmaceutical égents for use in combination with an
antibody of the invention are opioid analgesics. Other preferred second pharmaceutical

agents for use in combination with anantibody of the invention are TrkA inhibitors (e.g.,
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extracelluar TrkA inhibitors or intracellular TrkA.ihhibitors, as described in detail in the
section on pharmaceutical compbsitions) and Protein Kinase C (PKC) inhibitors.

In yet another aspect, the invention provides a method of attenuating or
inhibiting a nerve gréwth factor (N.GF')—lf:]ated disease or condition in a subject such that
a rebound effect is avoided in the subject, the method comprising administering to the
subject an anti-NGF antibody of the invention, such as an anti-NGF antibody comprising
a human 1gG4 constant re O'ibn wherein the hli'man IeG4 constant region comprises a
mutation (preferably a hmoe region mutation) and wherein the anttbody has a terminal
elimination half-life in a cynomolous monkey of at least 15 days. In anothel
embodiment, the antibody has a terminal elimination half-life in a cynomolgus monkey
in a range of aBout 15 days to about.2'2 days-(or in a range of 15-22 days), or in a range
of about 15 days to about 28 days (or in a range of 15-28 days), or in a range of about 21
days to about 28 days (or in a range of 21-28 days).” In another embodiment, the
antibody has a terminal elimination half-life in ‘arat of at least 8 days. In yet another
embodiment, the antibody has a mean terminal elimination half-life in humans of at least
10-30 days (or at least 10 days, ét least 15 days, at least 20 days, at least 25 days, at least
30 days, at le%fst 40 days, or in a range of about 10 days to about 40 days or in a range of
10-40 days or in a range of about 15 to about 30 days or in a range of 15-30 days).
Preferred mutations includé those described in detajl hereinbefore. Preferred antibodies
include anti-NGF antibodies of the sequences and/or having the functional properties
described in detail hereinbefore. Non-limiting"cxar.riples of NGF-related diseases or
conditions include those described in detail hereinbefore. The invention also provides
for use of an anti-NGF antibody of the 1nvennon “for the manufacture of a medicament
for use to attenuate or inhibit an NGF-related d1sease or condition in a subject such that
a rebound effect is avoided in the subject (e.z., the antibody is administered at a dosage
and at a frequency such that a r’ebo_und effect is avoided in the subject).

VI.  Articles of Manuféctur‘e |

Also within the scope of the present iny:eﬁtioﬁ are kits comprising antibodies of
the invention‘l\‘vhich optionally include instructions for use in treating an NGF-related
disease or condition The kits may include a label indicatin g the intended use of the
contents of the k1t The term label inchides any wntm g, marketing materials or recorded
material supphe,d on or with the kit, or which othenwse accompanies the kit.

For example, the invention also prpv1des.a packaged pharmaceutical composition
wherein the PG110 antibody (having a hea{ry chain as shown in SEQ ID NO: 13 and
having a ligh_t.chain' as shown in SEQ ID NO: 16), or derivatized forms, as described

herein, is packaged within a kit or an article of manufacture. The kit or article of
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manufacture of the inventioi céntains materials useful for the treatment, including
prevention, treatment and/or diagnosis of an NGF related disease or condition in a
subject. In prefen‘edembodimer‘lts, the NGF related disease or condition is
inflammatory péin (particularly osteoarthritis or rheumatoid arthritis pain),
musculoskeletal pain (particularly chronic low back pain), neuropathic pain (particularly
diabetic néuropath'ic pain),-cancer pain (particularly paih from bone metastases), pain
associated with _endpmétriosis and/or i:tex_'ine fibreids, and post-operative pain. The kit
or article of manufacture comprises a container and a label or package insert or printed
material on or associated with the containér whiéh provides information regarding use of
the PG110 antibody, for the treatment of an NGF related disease or condition described
herein. ‘ B

A kit or an article of manufacture refers to a packaged product comprising
componcn'ts with which to administer a PG110 antibody for treatment of an NGF related
disease or condition. The kit prcferab}.y comprises a box or container that holds the
components of the kit, and can also include a protocol for administering the PG110
antibody and/or a “package insert”. The box or container holds components of the
invention which are preferably contained within plastic, polyethylene, polypropylene,
ethylene, or propylene vessels. For cxample,'sﬁitabl_e containers for the PG110 antibody,
include, for examp]e; bottles, vials, syringes, pens, etc.

The term "package insert” is used to refer to instructions customarily included in
commercial packages of therapeutic pi'oducts, that contain information about the
indications, usage, dosage,'édminiétratjon, contraindications and/or warnings concerning
the use of such therapeutic products. In one f:ml;od‘iment, the package insert of the
invention informs a reader, including a-s ubject, e.g., a purchaser, who will be
administering the PG110 for treatment, that thé PG110 antibody is indicated for
treatment of an NGF related disease or condition as described herein. In one
embodiment, the pﬁ'cka_ge insert describes certain therapeutic benefits of the PG110
antibody, including alleviation of pain: In another embodiment, the package insert can
include a description of the c'iosage‘ of the PG110 antibody. Tn another embodiment, the
package insert can include a description of the route and frequency of administration of
the PG110 antibody. In another émbodiment, _thevpacfkage insert of the invention may
also provide if;forrha_tion to subjects who will be receiving PG110 antibody regarding
combination uses for both safety and éfficacy purposes. For example, in certain
embodiments the kit further comprises a second pharmaceutical composition comprising
an additional therapeutic pac‘:kaged‘ with or copromted with instructions for
administration of both agents for the treatment of ap'-NGF-related disease or condition.
Particularly preferred diseases and conditions for treatment using the kits of the

invention include inflammatory pain (particulasly osteoarthritis or rheumatoid arthritis

-53-



Gua0Gh

WO 2010/128398 . . - T PCT/IB2010/801210

10

15

20

25

30

35

pain), musculoskeletal pain (particularly chronic low back pain), neuropathic pain
(particularly diabetic neuropathy), cancer pain and pain from bone metastases, pain
associated with endometriosis and/or uterine fibroids, and post-operative pain.

Other embodiments of the presént invention are described in the following
Examples. .

The present invention is further ﬂlustrated by the following examples which
should not be construed as further hm1t1ng The contents of Sequence Listings, figures
and all reférences, patents and published patent applications cited throughout this

application are expressly incorporated herein by reference.

Example 1: -+ Construction of an Anti-NGF Antibody, PG110,

- with a Mutated IgG4 Hinge Region

In this exaﬁlple' a mutated form of a humanized anti-NGF antibody was created
by introducing a Serine to Prohne mutanon in-the hinge region of the IgG4 constant
region. _

The heavy chain variable region and hoht chain variable region of the humanized
anti-NGF antlbody alphaDll were used. The humanized alphaD11 antibody is
described in further detail in PCT Publications WO 2005/061540 and WO 2006/131951.
The amino acid sequence of the heéVy chain variable region of alphaD11 (Hu-alphaD11
Vy) is shown in SEQ ID NO: 1. The amino acid:sequence of the light chain variable
region of alphaDl 1 '(Hu—alpha[v)xll Vi) is shown in SEQID NO: 2. The CDRI1,2 and 3
regions of Hu- a]phaDll V) are shown in SEQ ID NOs: 3, 4 and 5, respectively. The
CDRI1, 2 and 3 1eg10r1<; of Hu-alphaD11 V; are shown in SEQ ID NOQs: 6, 7 and 8,
respectively. - '

Nucleic acid sequence encodmo Hu-alphaD11 Vy was joined at the 3° end to
Lonza Bloloclc s 106‘4 Pro constant region (which encodes a mutation that alters amino
acid residue 108 of the constant sequence from a serine to a proline). A murine IgG1
derived signal sequénce was introduced at the'5" end to produce the complete Hu-
alphaD11 heavy chain cDNA sequencé. The amino acid sequence of the wild type
human IgG4 cdnstant region is shown in SEQ ID NO: 9, whereas the amino acid
sequence of the mutated human IgG4 constant i'egion 1s shown in SEQ ID NO: 10.
Within SEQ ID NOs: 9 and 10, the amino acid that is mutated from serine (in SEQ ID
NO: 9) to broline (in SEQ ID NO: 1'0) is Jocated at amino acid position 108.
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Nucle_i__é acid sequence encodin g Hu—alphéDl 1 Vi, was linked at the 3’ end to the
human kappa constant region (supplied by Lonza Biologics) and a murine IgG1 derived
signal sequence iﬁtr_oduccd_ atthe 5° to thereby encode a full-length light chain varjable
region. ' : . | o

Since the an:tibody was to be ekpressed in Cilincse Hamster Ovary (CHO cells)
codon optimization was performed (Geneart; using-GeneOptimizer™ software) that
involved adaptation of the antibody sequences Ito the.codon bias of Cricetulus griseus
(Chinese hamstei) genes. Additionally, regions of very high (>80%) or very low (<30%)
GC-content were avoided where poss1ble During the optimization process, the
following cis-acting sequence motifs were avmg:led. internal TATA-boxes, chi-sites and
ribosomal entry sifes; AT-rich or GC-rich sequence stretches; ARE, INS, CRS sequence
elements (involved in vector replication in bacteria); repeat sequences and RNA
secondary structures; (cryptic) sﬁlice donor, ‘an.c_i_ acceptor sites and branch points;
specified internal restriction enzyme sites (Eco RI Hind 11, Pvie 1 and Not I). Antibody
gene sequence optimization, including codon optlimization, and expression of antibody
genes in CHO'cells is described in further detail in PCT Application WO 2006/122822,
owned by Lonza Biologics PLC. | ,

The optmnzed heavy and light chain vmlablc region sequences (including the
signal sequencee) were cloned mto the GS vectors pEEG.4 and pEE12 4, respectively
(supplied by Lonza Biologics) to generate two single gene vectors (SGVs). Then, a
double gene vector (DGV) was constructed by ligéting the complete expression cassette
from the heavy chain vector into the light chain vector, to create a single vector
expressing both complete heavy and light chain genes, as well as the GS (glutamine
synthetase) gene. - .

The resultant mutant antibody was refer rcd to as PG110. The nucleotide
sequence of the complete PG110 heavy chain (including signal sequence, variable
i'egion and mutated IgG4 constant region)is shown'in SEQ ID NO: 11. The amino acid
sequence of the éorﬁplete PG110 heavy chain '(in‘cluding signal sequence, variable
region and rn_utaited IgG4 constant region) is shown in SEQ ID NO: 12, wherein amino
acid residues 1-19 constitute the signal sequence and amino acids 20-141 constitute the
variable I‘egion. The amino acid sequence of the mature PG110 heavy chain, without
signal sequence (includino the yan'ablé region and mutated IgG4 constant region) is
shown in SEQ ID NO: 13.-

The nucleotide sequence of the complete PGI 10 light chain (including signal
sequence, variable region and kappa constant region) is shown in SEQ ID NO: 14. The
amino acid seqﬁén’ce of the complete PG1 10'libht chain (including signal sequence,
variable region and kappa constant region) is shown in SEQ ID NO: 15, wherein amino

acid residues 1- 20 constitute the si crnal sequence and amino acids 21-127 constitute the
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variable region. The amino acid sequencé of the mature PG110 light chain, without
signal sequence (including the variable: region and kappa constant region) is shown in
SEQ ID NO: 16

‘To verify expression of the PG110 antibody, the DGV encoding the heavy and
light chains of PG110 was transiently transfected into CHOK 1SV cells (supplied by
Lonza Biologics). Cells (0.125x 10° viable cells pér well) were plated into 24-well
plates in a DMEM-based medium supplemented with 10% fetal bovine serum and 6 mM
L-glutamine, and incubated ovemiOht at 37° C'(IO% CO; incubator). Prior to
transfection, the seeding medlum was 1ep1aced with 800 ul fresh medium and cells were
incubated for 1 hour at 37° C.

_For each transfection, 5 ug of the PG110 DGV was re-suspended in 100 pl
transfection medium (OptiMEM, Invitrogen). A vector encoding another IgGy/kappa
antibody was used ds a posmvc COI"lthl and buffer only was used as a negative control.
For each transfection, 5 ul of Llpofectammc 2000 reagent (Invitrogen) was diluted in
100 pl transfection medium, Afteras minute incubation at room temperature, the DNA
and diluted Lipofectamine reagent were combined, mixed and left to stand at ambient
temperature fdr 20 minutes. This 205 pl mixture was then added to a well of the 24-
well plate containing cells. Cells weré incubated for 68-72 hours at 37° C. The culture
supernatant was collected and clarified by cenmfuoatlon prior to assay for presence of
antibody. . _

Medivm from transfected cells was assﬁycd,ﬁsing a standard ELISA method for
assembled IgG. ThIS involved capture of the éémp]e_s and standards onto a 96-well plate
coated with an anti-human IgG Fc. Bound ana}yie was revealed with an anti-human
kappa chain antibody linked to ho'rseradi‘sh peroxidase and the chromogenic substrate
tetra methylbenzidine. Color development was proportional to the amount of assembled
antibody present in Athe-sam'ple. Standard samples _wére prepared from a commercially
obtained stock of IgGJkappa antibody. The rgsuit’sﬁhowed that the DGV encoding the
PG110 heavy and light chains was capable of éxpraésing assembled antibody.

Example 2: Binding Characteristics of Mutated Anti-NGF Antibody PG110

-In this example, th binding specificity and binding kinetics of PG110, the mutated anti-
NGF antibody prepared as described in Examplé_.l, was examined.

A, Binding Specificity

The selectivity profile of PG110 binding to human neurotrophins was determined
using an Enzjrme—Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) binding assay. ELISA plates
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were coated with 100 ng/weli of either human NGF (R&D Systems, Cat. No. 256-GF),
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) (R&D Systems, Cat. No. 248-BD),
neurotrophin 3 (NT3) (R&D Systems, Cat. No. 267-N3) or neurotrophin 4 (NT4) (R&D
Systems, Cat. No. '268-N4). PG110 was-addéd' to neurotrophin-coated wells in the
concentration i'ange 3 pM — 3 nM. After washing (PBS in 0.5% (v/v) Tween 20, pH
7.3), PG110 bindin g was detected using a biotinylated anti-human IgG antibody
(Rockland Immunochemical Inc., Cat. No. 609-1602) coupled with streptavidin-linked
alkaline phosphatase (Sigrrié Aldrich, Cat. No.” §2890), followed by development of a
color reaction by, addition of 4-methylumbelliferyl bhosphatc (Sigma Aldrich, Cat. No.
M3168). The reaction product was quantified using a fluorimeter (excitation at 360nm;
ernission at 440 nm)t '

The results are summarized jn'the graph of Figure 1. PG110 bound to human
NGF-coated wells in a concentration-dependent manner, with a half-maximal binding
concentration of 726 pM (derived from triplicate determinations on a single assay plate).
In contrast, PG110 did not show measurable bingliqg to assay wells coated with human
BDNF, NT3, or NT4, which were otherwise detectable using positive control antibodies
specific for these neurotrophins.. These results demonstrate that PG110, when tested at
concentratioﬂs; up to 3 nM in vitro, speciﬁcal]y‘binds to human NGF and displays no
cross-reactivity to related ncurotrof)hi'ns.

B.  Binding Kinetics

BlAcore anzﬂysis was used to evaluate the-binding kinetics of the interaction
between PG110 and either recombinant rat NGF"(rrNGF) or recombinant human NGF
(hNGF), - R

-Recombinant human beta nerve growth factor (HNGF) (R&D Systems, Cat. No.
256 GF/CF) or recombinant rat beta nerve growth factor (TNGF) (R&D Systems, Cat.
No. 556 GF/CF) was immobilized Lcovﬁléntly on CMS5 sensor chips (GE Healthcare,
formerly Biacore AB, Upp‘sala, Sweden) via pﬁmaﬁ amine groups using the amine
coupling kit (GE Healthcare), with HBSEP (10 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-
pijper_azineethzgnesulfonic acid (HEPES), 150 mM NaCl, 3 mM ethylene-diamine-
tetraacetic acid (EDTA) and 0.005 ‘% Tween® 20, pH 7.4) as running buffer. The
sensor chip surface was activated by injection of a mixture of 400 mM N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N’-cthylcarbodiimide (EDC) and 100 mM N-
Hydroxysuccinimide (NHS). (1:1, v/v) for 7 mil‘nu.téé‘at a flow rate of 10 pl/min. B-NGF
(th or rr) was diluted to 200 ng/mil 1n 10 mM sddium' acetate pH 4.0 and the diluted
solution was injected over the activated sui‘-fz_léé'fcjr various times to yield different

surface densities. For quantitative interaction qn"alyses, a surface density of 60 RU was
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prepared by injection of 50 pl diluted B—NGF (contact time 5 minutes). Non-reacted
NHS esters were deactivated with 70 Hl (contact time 7 minutes) ethanolamine solution
(1M,pH85). R

The parameters for the experiments performed with immobilized NGF were as
follows: mnn‘ihf;g buffer: HBSEP containing iOOpg/m] bovine serum albumin; flow rate:
25 wl/min; temperature: 37° C; ligand density: 60RU/60 RU (for rhNGF/riNGF);
analyte: PG110 concentrations: 2nM, 4nM, 8nM, 17nM,33nM, and 66nM in running
buffer; contact time: 240 seconds; diséoci_ation time: 600 seconds; regeneration: 2 x 1
min. 10 mM glycine, pH 1.5. . '

Data and kinetic evaluations were done with GraphPad Prism software (version
5.01, GraphPad Software Inc., San Diego, CA) and BlAevaluatijon software (version
4.0.1, GE Healthcare), fitting data to the 1:1 Eéngmuir binding model.

The results afc summarized below in. Table ! (wherein K, indicates association
rate constant, Kdissli'ndicates dissociati_on rate constant and Kp indicates equilibrium

dissociation constant). The data indicate mean + (sem) of 3 separate determinations

Table 1: Kinetic Constants of PG110 ]’nte'rac_t‘ior.l with Immobilized NGF

Anaiyte Ligand Kase | mol's™ |+ Kgeo (s Kp
PG110 th NGF 1.6x10°£35%10° | 1.2x10%+3.0x10° 72 + 2 pM
PG110 . |irNGF | 17x10%+20%x10° | 15%x10°+5.6x 10°¢ 92 + 34 pM

The results of the study showed that PG110 interacfions with NGF were characterized
by high affinity binding and that no signiﬁcant'diffgrcnce in the affinity (Kp) for either
species homologue (human vs. rat) could be defected.

A furtﬁcr analysis of the binding kinetiés was performed using PG110 Fab
material generated by fragmentation of PG110 on Papain —Sepharose (Thermo
Scientific). Immobilization of thNGF was perfo'rmed using HBSEP as running buffer at
25°C. Sensor chip surfaces were aqtivated. by injéétion of a mixture of 200 mM EDC
and 50 mM NHS (1:1, v/v).fm' 7 minutes at a ﬁo.'w ;‘éte of 10 pl/min. thNGF was diluted
to 500 ng/ml in 10 ﬁlM sodium acetate pH 4_.0 and 20 pl (contact time 2 minutes) of the
diluted solutiqn-was; injected over the activated surfaces of each of three cells to produce
immobilization levels of 93.1, 100.3 and 88.7 RU. Non-reacted NHS esters were
deactivated with 70 pl (c.ontact time 7 minutes) ethanolamine (1 M, pH 8.5).

A series of éoncenti‘atio'ns of PG110 Fab .(0.3.9, 0.78,1.56,3.13,6.25,12.5 and
25 nM), in 250 pl, were passed over freshly immbbi_lized thNGF surfaces at a flow rate
of 50ul/min, 37°C in a running buffer of HPSEP-'containing 100 pg/mi bovine serum

albumin. Dissociation was monitored for 30minutes, and after interaction analysis
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complete regeneration was achieved with oné pulsc (30ul) of 10mM glycine pH 1.5.
Additionally, to déf_ine'the very slow kg5, more precisely, the dissociation of one high
concentration (100 nM) of PG ] 10 Fab was monitored for 8 hours on each rhNGF
surface and used for quantification of the dissociation rate constant (kgis). The data
were fit globallyrby,-a 1:1 Langmuir binding -fnod_ell using a fixed kg;ss, determined from
the extended diésociétion measurement. To evaluate reproducibility of the kinetic
constants analyses were performed in triplicate on the three freshly immobilized
surfaces. The calculated kinetic constants are summarized in Table 2.

Table 2; Kinetié coﬁstants of PGI 10 Fab rinteractionwith immobilized rhNGF,

Analyte | Immobilisation | Kess (I mol™'s™ | Kgss (s™) Kp
Level ' )
PG110 | ear 36x10° 1.1x10% 31.3 pM
Fab ' ' '
1003 36x10° : " 1.2x10° 32.7 pM
88.7 1 aax10® |t 12x10° 27.8pM
Mean . 38x10°+05x10° | 1.1x10°+0.06x 10 30.6 £ 0.25 pM

Example 3: Functional Characteristics of Mutated Anti-NGF Antibody PG110

In this example, vafious functional proﬁertic;g of PG110, the mutated anti-NGF antibody

prepared as described in Example 1, were examined in in vitro assay.

A.  Inhibition of NGF Binding to TrkA and p75~ '} Receptors

Radioligand. binding studies were condué_tqd to compare the inhibitory effect of
PG110 on binding of NGF to hiuman TrkA and p75"‘ R receptors. HEK293 cells
expressing either full-length human TrkA or p’)SNHF receptors were incubated with 2 nM
"SI.NGF in the presence of PG110 at a finél_'cfdhcéntration of 0.01 - 100 nM. Unlabeled
NGF (varying in concentration from 0-1 uM)-a,lsb was included in the reactions. The
reactions were performed in high-walled PT1276 flat-bottomed disposable tubes
(Thermo L:ife Scien.ces).‘ First, the radiolabeled NGF, unlabeled NGF and PG110
antibody were combined aﬁd incubated in the uib_c_s for 10 minutes at room temperature,
with shaking, in binding buffer (1 x PBS, 0.9 mM '(iaCI, 0.5 mM MgCl, 0.1% BSA
Fraction V, 0.1% (w/v) glucose). Then, 200 pl prepared cells (dilated to 5 x 10°

. _ 59 _. "
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cells/ml) 'wer.e added. After a further 30 mjn_utes incubation at room temperature with
vigorous shaking, each reaction was divided across three plastic tubes (0.4 m] Microtube
PE, Sarstedt 72.700), with 100 p1 of the reaction being added to each tube. Each
microtube already contained 200 ulof 1 50 mM sucrose in binding buffer. These tubes
were then centrifuged at 20,000 x g at 4°C for 30 seconds to pellet the cells. The sucrose
provides a den51ty grad1ent which acts to sequester any displaced radiolabelled NGF.,
The tubes were then frozen in a dry ice/ethanol bath. The tips of these frozen tubes were
then removed into seéparate plastic tubes (Naiad Ltd) for counting using a LKB Wallac
mini-gamma counter to thereby quantify the '**I-NGF bound to the cells.

The 1e9u1t<; are 1]1ustrated in the graphs of Figures 2A and 2B, in which the effect
of PG110 on NGF bmdmg 10 TrkA is shown in Figure 2A and the effect of PG110 on
NGF binding to p’/’S?\TR is shown in Figure 2B, ‘PG110 inhibited "*I-NGF binding to
TrkA and p?'SNTR receptors in a COncentratlon -dependent manner, with geometric mean
(95% CI) ICsy values of 170 (88 -331) pM and 206 (86 - 491) pM, respectively (both
n=3). An isotype control antibody did not inhibit 1.NGF binding to either receptor.
These results demonstrate that PG110 potently blocks the binding interaction of human
NGF with both of its receptors in vitro.

B.  TF-1Cell Protiferation Assay .

TF-1 is a human erythroleukaemic cell line that expresses human TrkA and
proliferates in response to NGF. In these experiments, TF-1 cells were cultured in the
presence of 10 ng/mL human, rat, or mouse recombinant NGF, with increasing
concentrations of PG110 antibody, and cell proliferation was quantified 40 hours later
using a colorimetric method based on the metabolic reduction of the yellow tetrazolium
salt MTT (3-(4,3- dlmethylthiazo] 2-y1)-2,5- dlpheny] tetrasodium bromide] to purple
formazan. :

Befor,‘e'use'in the assay, TF-1 cells weré cultured for 1 week in RPMI-1640
containing 10% fetal bovine serum (FBS) with 2 ng/ml GM-CSF (R&D Systems, Cat.
No. 215-GM-50). Cells were washed, resuspended in RPMI-1640 + 10% FBS to a
concentration of 300,000 cells/ml and-rep]ated on 96-well microplates (15,000 cells/well
in 50 ul). Atleast 60 minutes after addition to'the 96-well assay plates, cells were
exposed to either human, rat or mouse recbm_binﬁnf NGF (10 ng/ml) in RPMI-1640
containing 10% FPB (50 wiwell) containing PG110 antibody. Medium containing NGF
and test antibody was prepared at 2X final assﬁy concentration at least 30 minutes before
being added to pre-seede‘d cells. Test'antibody was assayed in the concentration range
of 0.6 ng/ml to 24--ug/ml. Control wells were included, either containing medium alone
or containing TF-1 cells in the absence of NGF (“cellular blank™). Each treatment was
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performed in triplicéte; After a 40 hour 'mcubatio_n period (37 °C, 5% CO»), proliferation
was quantified using an MTT cell proliferation kit (.ATCC Cat. No. 30-1010K). 10 ul
MTT reagent was added before incubation for a further 4 hours at 37°C. Wells were
then subsequently incubated with Deteroent Reaocnt (100 pl/well; gentle mixing) for
overnight mcubatlon at room temperature in the dark. Thereafter, absorbance was
recorded at 570 nm. -Final average OD values for triplicate measurements were
calculated by subtraction of the average value for the cellular blank.

Incubation of TF-1 cells with NGF in the presence of PG110 (0.6 ng/mL- 24
pg/mL) resulted in a concentration- related inhibition of cell proliferation. The results
are illustrated in the graphs of Figures 3A-3C, wherein Figure 3A shows the effect of
PGI10 treatment on TF-1 cell proliferation stimulated by human NGF, Figure 3B shows
the effect of PG110 treatment on TF-1 cell prolifération stimulated by rat NGF and
Figure 3C shows the effect of PG110 treatment on TF-1 cell proliferation stimulated by
mouse NGF. PG110 demonstrated similar iﬁhibitow potencies for all of the homologues
of NGF tested and IC50 values were approximately 30 ng/mL. The ICs values are

summarized below in Table-3 (IC50 valucs are expressed as ng/ml):

Table 3: Summary of ICs, Values for PG1 10' iﬁ the TF-1 Cell Proliferation Assay

Human Recombinant NGF Rat Recombinant NGF Mouse Recombinant NGF
Geomean 9;5% Cl{ n Geomean | 95% Cl n Geomean [ 95% Cl n
29.4 26.5- . 5 .. 278 245- |. 5 30.8 27.4- 3
327 | _ N I ¥ 34.5

The TF-1 cell proliferation asséys demonstrate that PG110 equipotently
neutralizes the activation of human TrkA receptors by human or rodent NGF.

C. Inhibition of Chick Dorsal Root Ganglion Survival

To test the abili‘ty of PG110 to inhibit the effect of NGF on Sensory neurons, an
in vitro assay using primary cultures of dorsal toot ganglion (DRG) cells obtained from
Day 8 chick embryos was used. Under these conditions, the survival of chick DRGs is
dependent on the presence of exogenous NGF added to the culture medium.

Dorsal root ganglion were isolated front day 8 chick embryos and collected in a
50 ml Falcon tube (in 5 ml F-12 Ham’s nutrient mixture + Glutamax I: GIBCO 31765-
027). In eéch experiment, the total number of ganglia collected was about 400, which
approximately corresponds to 20 embfyo_s'. Ganglia were subsequently trypsinized for 5
minutes at 37° C (Trypsin-EDTA Euroclone, ECB3052D) and dissociated with a 10 ml
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syringe (20G “yellow” néedle) 4-5 times before being centrifuged for 3 minutes at 800
rpm, | S o

After careful removal of trypsih-c’ontainino inedium cells were resuspended in
10 ml of fresh medium (F-12 Ham’s nutrient mlxture + Glutamax I), followed by a
repeat of the dissociation procedure, and the medmm volume was adjusted for a seeding
concentration of 100,000-400,000 cells/ml. CeJIS were seeded in the absence of
treatments in haif the final volume containing 20% horse serum (Euroclone ECS 0091L)
using 24-mu]t'i-wé11_ plates (Falcon 353047) that had been coated with poly-L-lysine
(100x = 1 mg/ml solution of pd]y-L—lysine hydrbbromide; Sigma P2636) dissolved in

kl

distilled water (30 minutes under UV, followed by 55,0 minutes drying under sterile
hood). - o
While cells were adhering to plates (30' inj'nutes in 5% CO; incubator, 37° C),
solutions of ejttier NGF or NGF/anti-NGF antibc;dy were prepared at 2X concentration
in half the final volume and added well By well to reach the correct final concentration
(i.e., final % of horse serum = 10%; final cohccntration of NGF = 5 ng/ml). Control
wells were included, containin g DRGreells in thc absence of NGF. Each condition was
tested in duplicate. “After the addition of either NGF or NGF/anti-NGF mixtures, the
plates were returmed to the incubator (5% CO,, 37°C). The number of cells was scored
48 hours later, by counting all DRG cells obser ved along the vertical diameter of each
well (N ]_kOI’l TMS microscope, 10X maomﬁcatlon) Only DRG celis were included in
the counts which were easily identifiable according to their morphological
characteristics, i.e., round, brilliant, light- reﬁ acting cells with long neurites.

The NGF ﬁe;utralizing potency of the PG110 antibody tested in the concentration
range of 10 ng/ml to 25 pg/ml fbr neutralization of either recombinant human NGF
(rhNGF), recombinant rat NGF (n NGF) or recombmant mouse NGF (rmNGF). In these
experiments, 100% inhibition of survival was equwa]ent to the number of cells counted
when cells were cultured without NGF, in the absence of anti-NGF antibody.
Conversely, 0% inhibition was equivaient to the number of cells counted when cells
were exposed to 5 nclml of the relevant NGF isoform, in the absence of anti-NGF
antibody.

Incubation of cells in the presence of PG1 10 (10 ng/mL — 25 pg/ml.) resuited in
a concentration- dependant reduction in cell sur v1va1 with an ICso between 10 and 50
ng/mL for all specws of NGF homologues (n_l) Thesc data demonstrate that PG110

inhibits the activity of NGF on sensory neurones.
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D.  Inhibition of PC12 Cell Neurite Qutgrowth

PC12is a rat phaeochr omocytoma (chr omaffm cell-derived tumor) cell line that
expresses both rat TrkA and p7SNTR receptors When cultured on collagen-coated
plates in the presence of NGF, PCi12 cells_dlffel entiate into sympathetic-like neurones,
becoming flat and extendin g outgrowths (neurites). Inhibition of NGF-mediated neurite
outgrowth was employed as a senlj-qudntitafive in vitro measure of the ability of PG110
to inhibit the interaction of NGF with the rat TrkA and p75NTR receptors.

PC12 cells.(ECAAC 88022401) were primed (i.e., pre-exposed to NGF) by
washing 100,000 cells with serum-free Inedium'(RPMI-1640 with Glutamax I, Gibco-
Invitrogen 61870-010) and replating on eollagen-treated plastic culture flasks (Type I
collagen, BD 35-4236, was employed as a 0.5 Jh.g/m] working solation) in RPMI-1640
with Glutamax-I containing 10% FBS and rec-dinbingnt rat NGF (R&D Systems, Cat.
No. 556-NG-100) (100 ng/ml). Before seeding, cells were gently passed at least 5 times
through a 21G needle to dLSawIeoate cell clumps. The medium containing NGF was
removed and changed twice during the 1 week period of priming.

At the end of this period, primed PC12 éell_s were washed with serum-free
medium and trypsinized (T;yps'in-EDTA 'Euro_elone.,‘ ECB3052D) for 2-3 minutes in a
humidified incubator (5% CO,, 37° C). lepsin was blocked by addition of serum-
containing medium and cells were centnfuged washed with serum-free medium and
resuspended in RPMI-1640 with Glutamax-T containing 10% FBS. Cells were gently
passed at least. 5 tlmes through 2 21G needle to disaggregate cell clumps before being
replated on collaoen treated Petri dishes at a denSLty of 50,000 cells/m!l. Three dishes
per assay condition were prepared. F0| antibody. testmg, a 2X Incubation mixture
(recombinant rat NGF + anti- -NGF) was prepared 1 hour before addition to pre-seeded
cells. The final concentration of NGF was 20 ‘ng/mi, while the anti-NGF antibody was
tested at four dilutions: 20 pg/ml, 2 Hg/ml, 200 nolml and 20 ng/ml.

NGF-induced neurite outgrowth was scored after 72 hours. At that time,
medium was removed and cells were washed with calcium- and magnesium-free PBS
(GIBCO, 10010) and fixed for 30 minutes with 4% formaldehyde in PBS. Microscope
images (20X magﬁiﬁcation) were acquired using a Nikon Eclipse TE2000-E microscope
and Leica IM1000 ﬁnage Manager.Software. Inhibition of neurite outgrowth was
evaluated and scores (++; +/-; --\) were attributed based on the number of cells displaying
a non-differentiated phenotype (= absence of clearly defined neurites).

Incubation of cells in the presence of PG110 (20 ng/mL - 20 pg/mL) inhibited
NGF-mediated neurite outgrowth, with totaliinhibition evident at 200 ng/mL,
highlighting that PG110 is an effective inhibitor of the interaction between rat

recombinant NGF 'a.nd its native rat néurotrophin-receptors.
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Example4: . Jn Vivo Stability of Mutated Anti-NGF Antibody PG110

In this examp]e, the terminal elimination half life (T12) of the PG110 antibody
was determined.ir vivo in rats and in cynomolglu's monkeys.

A.-  Rat Studies

Sprague’-Daw]ey rats were given a lo-gﬁﬁﬁt'e; intravenous (IV) infusion of
PG110 antibody at a dosage of 3 mg/kg, 30 mg/kg or 100 mg/ke on Study Days 1 and
56. Toxicokinetic data evaluation was perfo_rﬁied'us@ng mean serum concentration and
time points fr_cém 6 animals/time point in each group. The nominal blood collection
times were: pre-dose and 0.25, 1, 3, 6 and 24 hours post-dose on Study Day 1 and 56
and also at 48, 96‘,‘168, 336, 504, 672, 840, 1008 and 1176 hours post-dose on Study
Day 1. Serum sample bioahalysis was performéd_ by‘Alta Analytical Laboratory using a
validated ELISA method. Pharmacokinetic data ané]ysis was performed using SNBL
USA Pharmacokinetics Analysis System 2.0 with WinNonlin Professional version 4.0
software (Pharsight Corp.). _ Co .

After v administration, Tyax values (the-'time to maximal serum concentration)
ranged from 0.25 to 1 hour, the first two ‘sample collection time points. All animals
displayed biphasic c_iispoéitjon with terminal elimination half-lives of approximately 8§ to
9 days. More specifically, the T, 1, in-hours, for the fhree treatment groups is
summarized below in Table-4: ' ‘

Table 4: Terminal Elimination Half Life of PG-l_l'O in Sprague-Dawley Rats

_ Dose Level (ma/kg) . Terminal Elimination Half-Life (hours)
' 3 - 217
30 ' | 192
| 100 - . 207

Thus, the group mean half-life \;alues ranged from 192-217 hours (8-9 days) in the rats.

B. - First Monkey Study

Cyhomol gus monkeys were given a single, approximately 30-minute,
intravenous (IV) infusion of PG110 antibody at a-dosage of 3 mg/kg, 30 mg/kg or 100
mg/kg. Animals were divided into males and females; each dose was tested on 2 males

and 2 females (except only 1 female was tested.at 30 mg/kg). The nominal blood
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collection times for toxicokinetic data ana_lysié-'wer(;.: immediately post-dose (within 2
minutes of the end of the infusion), 0.25, 1, 3, 6, 24, 48, 96, 168, 336, 504, 672, 840,
1008, 1176, ]344 1512 and 1680 hours post. end of the infusion. Serum sample
bioanalysis was performed by Alta Analytical Laboratmy using a validated ELISA
method. Pharmacokinetic data analysis was performed using SNBL USA
Pharmacokinetics Analy51s System 2.0 with WmNonlm Professional version 4.0
software (Phar s10ht Corp.). . _

After TV admmlsn at1on » Tinax values (the tlme to maximal serum concentration)
measured from the start of infusion ranged f;om the end of the infusion to approximately
1.6 hours. All animals displayed biphasic disppéition (with the exception of the one
female treated with 30 mg/kg, who showed an abrupt decline after the 504 hour time
point) with ter minal elimination half-lives of apprommately 15-22 days. More

specifically, the Ty, in hours, for the six treatment groups 1s summarized below in
Table 5: '

Table 5: Terminal Elimination Half Life of PG110 in Cynomolgus Monkeys

Dose Lever(mgﬁ'gl Sex - ‘ Terminal Elimination Half-Lite (hours)
3 _ F(n=2) 370
M (n=2) 531
30 ' : ‘F(n=1j,_. 471
L ' M(n=2) . 450
100 F(n=2)" - 383
B M(n‘=2)_k‘ : 461

Thus, the group mean half life values ranged from 370-531 hours (15-22 days) in the
cynomolgus monkeys. Mean half life values generally were longer for males than for
females, although given the small number of animals studied it is not clear whether this

is a statistically sigﬁificantdiffe;'ence.

C. Second Monkey Study

Cynomolgus monkeys were given weekly intravenous infusions of PG110
antibody overa period of four weeks. An appraximately 30-minute, intravenous (IV)
infusion of PG110 antibody, ata dosage of 3 mg/kg, 30 mg/kg or 100 mg/kg, was given
ondays 1, 8, 15 and 22. Animals were divided into males and females; each dose was
tested on 3 males and 3 females. Serial blood samples were collected at the following
nominal time points: pre-dose, immediately Igaost—,dos*e {(within 2 minutes of the end of
the infusion),jO.'25', 1,3,6,24 and 168 hours after infusion end on days 1 and 22.
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Additional samples were collected from all animals'pre-dose on day 15 and from
recovery animals at 336, 504, 672, 840, 1008, 1176, 1344, 1512, 1680, 1848, 2016 and
2208 hours following the final dose administration on day 22. Hours listed beginning at
24 hours after infusion con‘espond to phal'maeokinetic days 1,7, 14, 21, 28, 35, 42, 49,
56, 63, 70, 77-;' 84 and 92. All actual blood tilnes were converted to begin from the start
of the infusion. ' |

Serum sample bioanalysis f01 PG110 concentration analysis was performed by
Alta Analytical Labmatory using a validated ELISA method. Pharmacokinetic data
analysis was performed using SNBL USA Phan‘nacoklnencs Analysis System 2.0 with
WinNonlin Professional version 4.0 softwale (Pharswht Corp.).

After IV. administration, the group mean Trmlx values (the time to maximal serum
concentr: atlon) measured from the start of mfuswn ranged from approximately 0.6 hours
to 2.6 hours. All animals displayed biphasic disposition, with terminal elimination half-
lives of approximately 21-28 days (503 to 685 hqux‘sj. More specifically, the Ty, in

hours, for the six tréatment groups is summarized below in Table 6:

Table 6: Terminal Ehmmanon Half Life of PGI 10 in Cynomolgus Monkeys

Dose Level (mg/kg) Sex | _Terminal Elimination Half-Life (hours)
3 F (n=3) 503
| M (n=3) 564
30 : - F(=3 511
- |  M@=3) 619
100 | © F(n=3): - 530"
e ‘M(n'=3)" . 685

* based on n=2 value

Thus, the group mean half life values ranged from approximately 21-28 days in the
cynomolgus rnonkeys. ‘Mean half life values generally were longer for males than for
females, although given the small number of animals studied it is not clear whether this

isa statistically significant difference.
Example 5: Potency of PG110 Compared to Rat Precursor Antibody

In this example additional experiments were performed using the TF1 cell
proliferation assay (as described in Example 3B, above) to compare the NGF-
neutralizing potency of PG110 Wlth its precursor, rat @D11. The rat aD11 antibody was
supplied as two separate batches, one at a stock concentration of 0.73 mg/ml and the
other at a stock concentration of0.63 mg/ml. The PG110 and rat aD11 antibodies were
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evaluated in assays of TF1 cell proliferation mediated by human NGF or rat NGF, using
the MTT cell proliferation kit (ATCC Cat. No. 30-1010K).

Before use in the assays, TF1 cells were cultured for one week in RPMI-1640
(ATCC cat, #30-2001) containing 10% fetal bovme serum (FBS, Cambrex DE14-801F,
Lot 65B0006) with 2 ng/ml GM-CSF (R&D Systcms, cat. # 215-GM-50). Cells were
washed, resuspended in RPMI-640 + 10% FBS to a concentration of 300,000 cells/ml
and replated on 96-well microplates (15,000.cells/well, in 50 pl).

At least 60'minutes-after addition to 96-well assay plates, cells were exposed to
either human or mouse recombinant NGF (10 ng/m}) in culture medium (10% FBS in
RPMI-1640; 50 ul/well) containin g anti-NGF antibody. Medium containing NGF and
test antibody was prepared at 2X final assay _conoeritration, at least 30 minutes before
being added to pre-seeded cells. ‘Test antibodies-were assayed in the concentration range
0.6 ng/ml to 24 pg/ml. Control wells were al@’ays included, either containing medium
alone, or contéining TF]_' cells in the absence of NGF (“cellular blank™). Each treatment
was performed in iripli_catc‘. After a 40 hour incubation period (37° C, 5% CQ3), 10 ul
of MTT reagent was added before incubation fora further 4 hours at 37° C. Wells were
subsequently incubated with Detergent Reagent (100 (1l/well; gentle mixing) for
overnight incubation at room temperature in the dark. Thereafter, absorbance was
recorded at 570 nm: Final avera;gc OD values for triplicate measurements were
calculated by- §ub&aotion of the average values for the cellular blank. Maximal
inhibition was set corresponding to the average OD value observed for cells cultured
without NGF, in the absence of test antibody Zero inhibition was set corresponding to
the average OD.value observed for cells exposed to’ 10 ng/ml NGF in the absence of test
antibody. i )

The inhibitory potencies of NGF ah’tib‘odiesl were quantified as ICsp values (i.e.,
the concentration of antibody reduired to reduce the NGF-mediated proliferative
response by SO%) 'us_ing GraphPad Prism v5.01 software. Inhibition curves were plotted
individually in order to obtain discrete ICso values for each test antibody in each
experiment. Measures. of cel] prolifcration weré normalized with respect to maximum
OD values obtained within that assay, in the absencc of added test antibody.

Normalized responses were then plotted aoamst test antlbody concentration on a log
scale, and 1Csq values were derived using the GraphPad Prism nonlinear curve fitting
function ‘100(mh1b1t01) vs response — variable 310pc

The Il‘lhlbltOl'y effect of PG110 as compared to its precursor antibody rat D11 is
summarized below in Table 7. '
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Table 7: Summary of IC50 Values (ng/ml) in TF1 Céll Proliferation Assay

-~ Human NGF .+ RatNGF
Antibody o o - g
Geomean 95% Cl | n | Geomeéan | 95% CI n
PG110 270 | 258283 |.2 [ 262 | 136504 | 2

RataDll | 637 {357-114 | 3 | 448 | 314641 | 3
(Batch 1) ’ ' )

RateD11 | 107 | - [ 1 | " 549 - 1
(Batch 2) | e |

The results iriéiicaté that the PG110 antibody has approximately 2-fold higher potency in
neutralizing NGF activity as compared to its precursor antibody rat ®D11. Further more,
the potency values obtained for rat D11 batch 2 @uggest that this batch may have a
lower potency than the batch 1 materlal '

Example 6: Anti-NGF Antibody PG110 Does Not Exhibit a Rebound Effect in an
Animal Model

In this cxamplc a rat skin lesion model was used to examine the activity of the
PG110 mAb. The rat skin lesion model was developcd based on the observations that
rats treated with anti-NGF antibody develop a pmunc response, with a dose-dependent
increase in scratching being observed. -The 1cs1omng was not associated with reduction
of innervation to the epidermis. _Furthermo'rg,'t'he rats exhibited fast recovery after
elimination of the antibody. This skin lesion agti'vity has only been observed in rodents,
who have a gi;001njng behaviour. Although not intending to be limited by mechanism, it
1s hypothesized that in the anti-NGF-treated rats there is ‘continued grooming due to an
impaired feedback lloop to étop the scratching re's_pon-se, which results in cutaneous
injury. The skin lesions can thén be givé'n a q_;lanltit-ative score as a measure of the
activity of the anti-NGF antibody in the rats. |

In various clinical studies on the activify of anti-NGF antibodies (such as the
humanized antibody RN-642, described further in U.S. Patent Publication No.
20040237124 and Abdiche, Y.N. ez al. (2008) Protein Sci. 17:1326-1335), it has been
reported that the effectivéncss of the antibody diminishes for a period after a dosing
(e.g., days 14-21 after dosing), followed by a recovery of activity of the antibody. There

are reports of incredsed pain and/or increased adverse events (such as abnormal
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sensations, ranging from allodynia to t1n gling, pllicklinrr or pins & needles sensation)
during this pcrxod after a dosing in which the antibody activity diminishes. This
diminishing of antlbody activity for'a penod of tlme after a dosing is referred to herein
as a “rebound effect.” ‘ _

To evaluate the effect of PG11 0 antlbody on.grooming and scratching behaviours
in conscious rats, male and female Sprague Dawley rats were treated with PG110 mAb
(0.003, 0.01, 0.03, 0.3 or 3 mg/kg), administered as an 1.v. bolus, or with a vehicle
control. The ~r.ats received one weekly dose for four weeks. The evaluation criteria
were: number of grooming and scratching episodes, body temperature, latency to paw
licking, latency to ]ump (attempts to escapc) and number and severity score of skin
lesions over time. ' .

The results indicated thé; no skin Tlesions were observed 1n rats administered with
vehicle, whereas in the groups of rats zicinﬂnistm"ed 'with PG110, skin lesions were
observed in all animals at all antibody désagés tested. Moreover, the number and
severity of skin lesions increased over time and increased with increasing dosages of
antibody. The number of scratching episodes also was increased in the antibody-treated
animals, but antibody treatment did not have any effect on grooming behaviour, body
temperature, latency to paw licking or latency tojump (attempts to escape).

The severity of the skin lesions was quantitated using a lesion score, which
equals the number of lesions multlphed by the area’(in mm?) of the lesions. The lesion
scores over time for PG110 treatment, compared to vehicle, are shown in the graph of
Figure 4. The results showed that the PG11 O—Ircated rats showed a steady increase in
the lesion scores over time, in particular at the higher doses tested (0.3 mg/kg and 3
mg/kg). That is, the antibody did not exhibit a significant rebound effect over the course
of the experiment, spggesting that it may be possible to select dosage and administration
frequency parameters for use in humans such that a rebound effect can be avoided.

Thus, in summary, the rat skin iesi'on model' illustrates an advantage of the
PG110 anti-NGF antibody in that the PG110 antibody did not exhibit a noticeable
rebound effect, whlch has been reported for otlier anti-NGF antibodies, suggesting that
PG110 exl_ublts a more consistent and prolonged activity in vivo. Although not intended
to be limited by méchanism, it is thdught that this ability of PG110 to avoid a rebound
effect in vivo is related to the prolon géd terminal elimination half Jife observed for this
antibody. ‘ '

Example 7: PG110 Human Pharmacokmetlcs ’

PGllO 15 expected to have a half life in humans of about 10-30 days (range 10 to
40 days) with a multiphasic disposition. Based_ on a target Crn value of ~0.25 ug/mL
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(range ~0.13 pug/mL to 0.40 pg/mL), human IV doses of 10 mg (~0.15 mg/kg; range
~0.1 mg/kg [5 fng] to ~0.2 mg/kg [15 mg]) civery 4-12 weeks and SC doses of 20 mg
(~0.3 mg/kg; range ~0.2 mg/kg [15 mg] to ~0.4 mg/kg [30 mg]) every 4-12 weeks are
expected to be efficacious.

5 Human pharmacokinetics projections wérg based on the concentration data from
two species (rat'ancf monkey). Human pharmacokinetics were projected using multiple
methods that included scaling of monkey and rat phérmacokinetic parameters, fixed
allometric scaling, and methods based on pre'c]in_iéal.and clinical data from other
monoclonal antibodies. Projections wcfe; pef-forriaed for both mono and biphasic

10 disposition. '

Method 1: Human phar macokinetic propctlons were based on 2-compartment
model fitting PG110 concentration-time proflles in two species (rat and monkey).
Human pharmacokinetic parameters of PG110 were projected using allometric scaling

with fixed exponents of monkey and rat pharmacokinetic parameters.
15 For cléarance:

BW

0.67
’ — . human
CL!mmau ‘_ CL animal . [ BW ]

. ' animal

For volume of distribution:

BW
thmmz = Vam'mal *
an =7 BW

Tiuman

unimal

Table 8. Human' Pharmacokinetic Parameters Predictions Based on
20 Allometric Scaling with Fixed Exponents
v, L. v CLp
mlL/kg mL/hi/kg mL/kg mL/hr/kg

Modél—Fittcd Pharmacokinetic Parameters

Rat

40.2

022 -

36.5

2.23

Monkey

203

0.10

31.1

1.78
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Predicted Hliméﬁ Pharmacokinetic Parameters
Predicted ;- 40.2 . 0.034 36.5 0.35
Human Value
Based on Rat
Predicted 29.3 0042 - 31.1 0.75
Human Value - - :
Based on
Monkey
Average 347 0.038 338 0.55
PGI110 humén half-life is then.calculated b_aséd on the predicted human CL and

V). The predicted PG110 human ha]f-'life was 26 days.

Method 2: Human pharmacokinetié'p_rojectibns were based on the observed data

from two speci

es (rat and monkéy). Human CL and 'V were projected using the same

method as in Meﬂiod J. Human half-life for PG110 was projected using modified

allometric scaling with fixed exponent at 0.23:

T R ' ‘..’ . Bkanan v
142, uonan l..’l.qr.x‘imal ‘ BWam.mr
Table 9. ‘Hum'an Pharmacokinetic Péfameters Predictions Based on Modified
" Allometric Scaling with -Fixed'Exponent
. CL- . vss' t1/2
(mL/hr/kg) (mL/kg) (days)
Rat Monkey ‘Rat . | Monkey Rat Monkey
PGI10 | 022 | 0.098 70 .| 60 8.6 19.1
Ohbserved T T
Predicted. | 0.0343 0.0410. 70 60 35.2 37
Human o S
Values
Predicted o L
Human - 0.0376 65 36
Values :
(Average)
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Using Mérhbd 2, the.prédicted PG110 huﬁa-r_l half-life was 36 days.

Method 3: Human pharmacokinetii:'p_r'ojectibns were based on PG110 data in rat
and monkey and the preclinical and clinical pharmadokinetic parameters from other
monoclonal ziri_tibddi_es. Scaling was based on observed PG110 half life in rats and

5 monkeys and on the rat/fiuman and mbnkey/human ratio of half life of other monoclonal
antibodies. Estimated pharmacokinetic parameters (¢learance, volume of distribution
and half-life) of other monoclonal antibodies in rat and monkey were first compared to
those in clinical studies. The differences between rat, monkey and human were
estimated as a ratio of rat/human and monk’ey/h’umzin. Human pharmacokinetic

10 parameters for PG110 were then estimated based on its pharmacokinetic parameters in
rat or monlce)'/'.wit}i a correction of rat/human or monkey/human ratio for other
monoclonal antibodies. Using Method 3 , the predicted PG110 human half-life was 11-
29 days. ' ' o

Table 10. Human Pharmacokinetic Parameters Predictions Based on Past

15 Experience with Other Mongclbnail Antibodies

CL ‘ \Igs tin

(mL/hr/kg) - - (mL/kg) (days)
| TRH M RH  MH R/H M/H
Antibody 1 135 - 188 133 053 | 093 069
Antibody2 - -3.57 1.43 ‘-]ﬂ.'6‘.5"_ 0.72 0.44 0.49
Antibody3 158 146 | 135 - om 1.05 0.78
Average ,  2.17 1.59 '1.45 0.65 0.81 0.65

Rat * Monkey | . Rat =~ Monkey Rat Monkey

PG110 ' : o

o022 0.008 - | 70~ 60 8.6 19.1
Observed_-- ,
Predicted . ,
Human 0101 0062 | 484 920 11 29
Values ' 7

R/H: rat/human, M/H:. monkey/human
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Method 4: Human pﬁarmac'okinetic projections were based on 2-compartment
model fitting PG110 concentration-time profiles in two species (rat and monkey).
Human pharmacokinetic pararneﬁers of PG110 were projected using allometric scaling

5 with regression of monkey and rat pharmacokinetic parameters.

'For both clearance and volume of distribution:

- Log (Phannaco:ki netic qudiﬁéter y=axLog(BW)+b

A linear regression was conducted based dn rat and monkey pharmacokinetic parameters
and body weight (B'W) to estimate the slope (a) and intercept (b). Human
10 pharmacbkinétic parameters of PG11Q were then estimated using typical human BW and

the estimated slope and intercept.

Table11.  Human Pharmacokinetic Parameters Predictions Based on

Allometric Scaling with Regression

" BW  LnBW . V1 CL V2 CLy

ke ke mL  mLhr mL  mLfhr
Rat 025 -1.387 - 2307 . 2907 2210  -0.585
monkey S 1609, 4988 ° 0680  5.047 - 2.188

Estimated slope and Intercept Based on Linear Regression

Slope = 08949 07432 0947 09255
Intercept . g 3.5475  -18766 3523  0.6982
' Predicted Human Pharmacokinetic
’ Parameters

Human 70 . 4248 1555 3600 1894 103

15 PG110 human half-life is then calculated based on the predicted human pharmacokinetic
parameters. The predicted PG110 human half-life was 12 days.

Based on these methods, PGI ].‘0 is expected-to have a half life in humans of
about 15-30 days (range 10 to 40 days) with a biphasic disposition (predicted
pharmacokinetic. parameters: V,=2.5 L, CL=5.0 mL/hr, V2=2.5 L, CLp=40 mL/hr).
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Example 8: Tréatmént of Osteoarthritis in Humans with PG110

A human clinical study was initiated to test the safety, tolerability, and
pharmacokinetics of PG110 in patients with_péiq attributed to osteoarthritis of the knee.
The design of tHe study and preliminary results are described below.

.In this Phase I, single centre, blaccbo controlled, double-blind, single ascending
dose study, six (6) dose levels were evaluated: 0. 003 0.01,0.03, 0.1, 0.3 and 1 mg/kg.
Per dose level, a cohort of 7 patients with pam atir 1buted to osteoarthritis of the knee (42
patients in total) were randomly assigned in a 6:1 ratlo to active or placebo treatment.
Each patient was administered a single dose of PG110 or placebo intravenously over 2 h
interval on the morning of Day 0 after a hOhf brc'akfa;st Patients remained at the
Clinical Pharmacolocy Unit (CPU) until approximately 24 h after start of infusion (Day
1) and returned for visits on Days 4,7, 14, 21, 28, 56 and 84 of the study.

Blood samples for PG110 asséy were taken on Day O (pre-dose, 1,2, 3, 6 and 12
hours) and on Days 1,4, 7, 14, 21,28, 56 and 84 post-dose. Serum concentrations of
PG110 were deterniined using a validated_ELISA.a'ssay. Anti-PG110 assays were also
performed on Days 0 (pre-dose), 14, 28, 56 and 84 samples.

Pharmacodynamic assessments, including patient assessment of pain, Western
Ontario and McMaster Universities (WOMAC™) Osteoarthritis Index questionnaire,
McGill pain questiqnnéire, 6-Minute Walk Test, Ulirasound of the knee and hs-CRP,
were conducted in the study. | |

Preliminary results for patient assessrﬁént of pain are summarized in Table 12. A
patient assessment of pain was used as an a‘;sessfnent of pain intensity. The patients
were asked to score their answer on a 0- 100 mm VAS where 0 mm equals no pain and
100 mm equals worst pain.
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Table12. - PG110 in OA Patients: Patient Assessment of Pain (VAS)
Patient Assessment of Pain (VAS, mm, Change from Baseline) (Mean + SD)
Time Placebo 0.003 0.01 0.03 0.1 0.3
(Day) - mghkg | mgke [ mgke | mgkg | mghke
4 -72+13.1 | -15.8+23.0 | 2284286 | -165+175 | -23.0£176 | 31.7+182
7 -102+121 | -148£234 ] 2123259 | 260172 | -348+203 | -325+ 18.2
14 -106+143 | 2974158 | -125%21.7 | -155+227 | 2434283 | 05£172
21 -11.2+241 | 3052239 | -163+ 24.'9 -255+£24.1 | -233+40.7 | -200+185
28 ©-96%119 | -283+£259 | -16.5+£22.8 | -307+225 | 4524224 | -353+20.5
56 0.5+15.0 | -243+258 | -11.8+198 | -24.0 + 19.8 1 -488+237 | -52.8+193
84 184164 | 250207 | 92+182 | -21.0+232 | -293+137.1 | -34.0+26.0
Maximum ' '
Patient p , ) '
Assessment | -224+13.0 | -41.0+14.5 | -302+253 [-372217.7 | 488+237 | -553%13.7
of Pain ' ' : T
(VAS, mm)

-Based on thf_: preliminary pharmacodynamic data, an apparent dose-response was

observed in the 0 to 0.3 mg/kg PG110 dose rangq._

The pharmaco]ogic'}_m] f-life was estimated based on the average amount of time
to maintain drug.effect (MRT for drug cfféct)L ‘It is calculated as the ratio of area of the
first moment baseline—corfected éffect—time C_urvé (A'UMEC) vs. accumulated baseline-
corrected drug effect over time (area under the effect-time curve, AUEC):

Pharmacolo gic Haif- life =-

The estimated phalmécologic half-lives are summarized in Table 13.

AUMEC _

j E(t)td1

AUEC B jE(z)dz

Table 13. - Pharmacologic Half-life for PG110

PG110 Dose
0.003 - 0.01 - 0.03 0.1 0.3
| mgkg | mgke | ‘mgkg | mgkg mg/kg
Pharmacologic Half- B _ .
life (Mcan £ SD) 43.0£75 | 309£216.| 358+179 42.7£5.0 41.9+54
(Day) -

Estimation of the pharmacologic half-life was based on data collected up to §4
days post PG110 dose.- As there was still sustained effect of PG110 at Day 84,
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especially at 0.1 mg/kg and 0.3 mg/kg dosc,fhe estimated mean pharmacologic half-life
for PG110 is at least 5-7 weeks, with a range of at least 4-8 weeks.

The pl'elirhinaly pharmacodynamic data are consistent with the projected
therapeutic dose (0.10 to 0.3 mg/kg or 7-21 mg).. The preliminary pharmacologic half-

5 life suggests that every 4-12 week dosing may be effective.

Equivalents | ‘
Those skilled in the art will recognize, or be able to ascertain using no mere than
routine experimcnfa’tion, many equivalents of the specific embodiments of the invention
10 described herein. Such equivalents are intended to be encompassed by the following
claims. Any combination of the embodhnenté'discldsed in the dependent claims are
contemplated to be within the scope of the-invention.

Incorporation by Reference

15 “All publications, patents, arid pending patent applications referred to herein are
hereby incorporated by reférence in thejr entirety.

- 76--



WO 2010128398 . PCT/IB2010/001210

10

15

20

25

30

35

40

SUMMARY OF SEQUENCE LISTING

SEQ ID NO: 1 (PG110 V)

EVQLVE5GGGLVQPGGSLRLSCAASGFSLTNNNVNWVRQAPGKGLEWVGGVWAGGATDYNSALKSRFTISRD
NSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARDGGYSSSTLYAMDAWGQGTLVTIVSS

SEQ ID NO: 2 (PG110 V;)

DIQMTQSPSSLSASVGﬁRVTITCRASEDIYNALAWYQQKPGKAPKLLIYNTDTLHTGVPSRFSGSGSGTDYT
LTISSLQPEDFATYFCQHYFHYPRTFGQGTKVEIK .

SEQ ID NO: 3 (P(3110 V,«CDR 1)

GEFSLTNNNVN

SEQ ID NO: 4 (PG110 V;; CDR'2)

CVWAGGATDYNSALKS

SEQ ID NO: 5 (PG110 Vi CDR 3)

DGGYSSSTLYAMDA

SEQ ID NO:6 (PG110 V; CDR 1)
RASEDiYNALA

SEQ ID NO: 7 (PG110 V; CDR 2)

NTDTLHT

SEQ ID NO: 8 (PG110V; CDR3)
QHYFHYPRT

SEQ ID NO: 9 (wild type human IeG4 constant recion)
AsIKGPSVFPLAECSRSTSESTAALGCLVKDYFPEEVTVSWN'SGALTSGVHTFPAVLQS SGLYSLSSVVIVP

SSSLGTKTYTCNVDHKESNTKVDKRVESKYGPPCP§CPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVUV

ST -
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DVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVETVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
RLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK,

SEQ ID NO: 10 (serine to proline mufated human IeG4 constant recion)

ASTKGPSVFPLAECSRSTSESTAALGCﬂVKﬁYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVbKRVESKYG?PCPECPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTIRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTI
SKAKGQPREPQV?TLPESQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
RLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

SEQ ID NO: 11 (PG] 10 complete h'eavy chain nucleotide sequence. including signal
sequence) )

ATGGAATGGAGCTGGGTGTTICCTGTTCTTCCTGAGCGTGACCACCGGCGTGCACAGCGAGGTGE
AGCTGGTCGAGAGCGGCGGAGGGCTGGTGCAGCCAGBLGGCAGCCTGAGGCTGTCCTGCGCCGL
CAGCGGCTTCAGCCTGACCAACAACAACGTGAACTGGGTGCGGCAGGCCCCAGGCAAGGGCCTG
GAATGGGTGGGCGGCGTGTGGGCCGGGGGAGCCACCGACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCAGGT
TCACCATCAGCAGGGACAACAGCAAGAACACCGCCTACCTGCAGATGAACAGCCTGAGGGCCGA
GGACACCGCCGIGTACTACTGCGCCAGGGACGGCGGCTACAGCAGCAGCACCCTGTACGCCATG
GACGCCTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCAGCGCCAGCACCAAGGGCCCCAGCGTGT
TCCCCCTGGCCCCCTGCAGCAGAAGCACCAGCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAR
GGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGICCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGGGGTGCAL
ACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCCA
GCAGCAGCCTGGGCACCAAGACCTACACETGCAACGTGGACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGT
GGACAAGAGGGTGGAGAGCAAGTACGGCCCACCCTGCCCCCCATGCCCAGCCCCCGAGTTCCTG
GGCGGACCCTCCGTGTITTCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCC
CCGAGGTGACCTIGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCARGGAAGATCCAGAGGTCCAGTTCAACTGGTA
CGTIGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAACAGTTTAACAGCACC
TACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAGGGCCTGCCCAGCTCCATCGAGAAAACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
GCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCACCCTCCCAGEARGAGATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACCTGICTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACS
GCCAGCCCGAGAACAACTACARGACCACCCCCCCAGTGCTGCACAGCGACGGCAGCTTCTTCCT
GTACAGCAGGCTGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGGAAGGCAACGTCTTTAGCTGCAGCGTG
ATGCACGAGCCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGTCCCTGAGCCTGGGCAAGTGA

SEQ ID NO:-12 (PG110 complete heavy chain amino acid sequence, including signal

sequence) .

MEWSWVFLFFLSVTTGVHSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLéCAASGFSLTNNNVNWVRQAPGKGLEWVGGVWA
GGATDYNSALKSRFTISRDNSRNTAYLQMNSLRAEDfAVYYCARDGGYSSSTLYAMDAWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
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QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKA
KGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGE YPSDIAVEWESNGQOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLT
VDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK,_'

SEQID NO:13¢( PG110 mature heavy chain amino acid sequence, excluding signal

sequence}

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSLTNNNVNWVRQAPGKGLEWVGGVWAGGATDYNSALKSRETISRD
NSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARDGGYSSSTLYAMDAWGOGTLVIVSSASTKGESVFPLAPCSRSTSEST
AALGCLVKDYFPEEVTVSWNSGALTSGVHTF?AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKV
DKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGP SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQFNSfYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEM
TKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDS DGSFFLY SRLTVDKSRWOEGNVE SCSVMHE
ALHNHYTQRSLSLSLGK '

SEQ ID NO: 14 (PG110 complete 'lighjc chain nucleotide sequence. including signal

sequence)

ATGAGCGTGCCCACCCAGGTGCTGGGCCTGCTGCTGCTGTGGCTGACCGACGCCAGATGCGACA
TCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGAGCGCCAGCGTGGGCGACAGGGTGACCATCACCTG
CAGGGCCAGCGAGGACATCTACAACGCCCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCC
AAGCTGCTGATCTACAACACCGACACCCTGCACACCGGCGTGCCCAGCAGGTTCAGCGGCAGCE
GCTCCGGCACCGACTACACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTT
TTGCCAGCACTACTTCCACTACCCCAGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCARGAGG
ACCGTGGCTGCCCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCG
CCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGA
CAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAAAGCGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACC
TACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCT
GCGAGGTGACCGACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGCTG
A . :

SEQ ID NQO: 15 (PGllO complete light chain amino ‘acid sequence, including signal

sequence)

MsvpTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPSSLSAévGDRvT1fCRASEDIYNALAWYQQKPGKAPKLLIYNTD
TLHTGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYFCQHYFHYPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ
LKSGTASVVCuLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSPVTKSFNRGEC

sequence)

=79 -
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variable region compusm0 CDRs 1,2 and 3 havmg the amino acid sequences of SEQ ID
NOs: 3, 4 and 5, respectively, (ii) a light chain yauable region comprising CDRs 1, 2
and 3 having the amino acid sequences of SEQ I_D NQOs: 6, 7 and 8, respectively, and
(ii1) a human IgG4 constant region, wherein the human IgG4 constant region comprises
the amino acid sequence of SEQ ID NO: 10, wherein the antibody has a mean terminal
elimination half-life in humans of at least 10‘-30- days or has a mean pharmacologic half-

life in humans of at least 30 days.

2. An anti-nerve growth factor (NGF) ant1body comprising (i} 2 heavy chain
variable region compusme the amino acid sequence of SEQ ID NO:1, (ii) a light chain
variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2, and (iii) a human
IeG4 constaﬁt regior, wherein the human IgG4 constant region comprises the amino
acid sequence of SEQID NO: 10, wherein the antibody has a mean terminal elimination
half-life in humans of at least 10 30 dayt; or has a mean pharmacologic half-life in

humans of at least 30 days..

3. An antiéﬁer\fe growth factor (NGF) ahtibgdy comprising (i) a heavy chain
variable region eombl'_ising CDRs 1,2and 3 having the amino acid sequences of SEQ ID
NOs: 3, 4 and 5, respectively, (ii) a light chain variable region comprising CDRs 1, 2
and 3 having the amino acid sequences of SEQ ID NQOs: 6, 7 and 8, respectively, and
(ii) a human IgG4 constant region comprising a hinge region mutation, wherein the
antibody has a mean terminal ei@mination half-life in humans of at least 10-30 days or

has a mean pharmacologic half-life in humans of at least 30 days.

4, An ant-i—herve growth factor (NGF) ah'tibody comprising (i) a heavy chain
variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:1, (ii) a light chain
variable re'gion comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2, and (iii) a hurnan
TeG4 constant region cemprising a hinge region mutation, wherein the antibody has a
mean terminal elimination half-life in humans of at least 10-30 days or has a mean

pharmacologic half-life in humans of at least 30 days.

5. An anti-hei've growth factor (NGF) aﬂtibody comprising (i) a heavy chain
variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid sequences of SEQ ID
NQOs: 3,4 and 5, respectively, (ii) a light chain variable region comprising CDRs 1, 2
and 3 having the amino acid sequence's of SEQ TP NOs: 6, 7 and 8, respectively, and
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(ii1) a constant region comprising a hinge region mutation, wherein the antibody has a
mean terminal elimination half-life in humans of at least 10-30 days or has a mean

pharmacolo gié half-life in humans of at least 30 days.

6. An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising (i) a heavy chain
variable region comprising'fhe amino acid sequence-of SEQ ID NO:1, (ii) a light chain
variable region comprising the amino acid se_q’uencé of SEQ ID NO: 2, and (iii) a
constant region comprising a hirigc region mutation, wherein the antibody has a mean
terminal climihatibn half-life in humans of at least 10-30 days or has 2 mean
pharmacologic half-life in humans of at least 30 days.

7. An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising a human IgG4 constant
region, wherein the human'IgG4 constant 1'cgi'6n;colmprises the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 10, wherein the antibody binds 6 human or rat NGF with a Kp, of 100 pM
or less, inhibits binding of NGF to TrkA or p75™™+ with an ICso of 250 pM or less, and

inhibits NGF;Hepenc_ient proliferation of TF-1 cells with an ICs, of 50 ng/ml or less, and
wherein the antibody has a mean terminal elimination half-life in humans of at least 10-

30 days or has a mean pharmacologic half-life in hurnans of at least 30 days.

8. An anti-nerve grow'th.factof (NGF) an.t‘i‘b_ody“comprising (1) a heavy chain
variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid sequences of SEQ ID
NOs: 3, 4 and 5, respectively, (i) a light chain vanable region comprising CDRs 1, 2
and 3 having- the amino acid sequences of SEQ ID NOs: 6, 7 and 8, respectively, and
(i) a human IgG4 constant region, wherein the human 1gG4 constant region comprises
the amino acid sequénce of SEQID NO: 10, wherein the antibody binds to human or rat
NGF with a Kpof 100 pM or less, inhibité bindin'g bf NGF to TrkA or p75°"™" with an
ICsp of 250 pM or less, and inhibits NGF- dependent proliferation of TF-1 cells with an
ICs0 of 50 ng/mlor lcss

9. An aniti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising (i) a heavy chain
variable region comprisihg the amino acid séquence of SEQ ID NO:1, (ii) a light chain
variable region c_om.prising'the amino acid scqué:n;e of SEQ ID NO: 2, and (iil) a human
IgG4 constant region, wherein the human IgG4 cbn's.tant region comprises the amino
acid sequence of SEQ ID NO: 10, wherein the éntibody binds to human or rat NGF with
aKp of 100 pM or less, inhibits binding of NGF to TrkA or p75"™ with an 1Csp of 250
pM or less, and inhibits NGF-dependent pr ohferatlon of TF-1 cells with an ICsq of 50
ng/ml or less. .
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10. An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising (i) a heavy chain
variable region comprising CDRs 1, 2 and 3lh_a,vi'ng the amino acid sequences of SEQ ID
NOs: 3,4 ancli",S, respectively, (it) a light chain variable region comprising CDRs 1, 2
and 3 having the amino acid sequences of SEQ ID NOs: 6, 7 and 8, respectively, and
(i11) a human IgG4 constant region, comprising 'a hinbe region mutation, wherein the
antibody binds to human or rat NGF with a Kp of 100 pM or less, inhibits binding of
NGF to TrkA or p75™ " with an' ICsy of 250 pM or less and inhibits NGF-dependent
proliferation of TF-1 cells with an ICsq of 50 ng/ml or less.

11. An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising (i) a heavy chain
variable region com_pn'sihg the amino acid sequence of SEQ ID NO:1, (ii) a light chain
variable region c_omprising'the amino acid sequé_nc_e of SEQID NO: 2, and (iii} a human
TIgG4 constant region comprisirig a ‘Thinge region rﬁu'tation wherein the antibody binds to
human or rat NGF with a Ky, of 100 pM or less, inhibits binding of NGF to TrkA or
p75™"® with an ICsg of 250 pM or less, and 1nh1b1ts NGFﬂdependent proliferation of TF-
1 cells w1th an ICsq of 50 ng/ml or less.

12, -An anti-nér\_re grdwth factor (NGF) antibody comprising (i) a heavy chain
variable region c'o'mprising.CDRs 1,2and 3 ha{ring tlhe amino acid sequences of SEQ ID
NOs: 3, 4 and 5, respectively, (ii) a light chain, _variéblc region comprising CDRs 1, 2
and 3 having the amino acid seq'uences' of.SEQ D NOs: 6, 7 and 8, respectively, and
(iii) a constant region comprising a hinge 1'cgidﬁ mutation, wherein the antibody binds to
human or rat NGE with a Kp of 100 pM or less, i'nhibits binding of NGF to TrkA or
p75™™ with an ICso of 250 pM or less, and inhibits NGF-dependent proliferation of TE-
1 cells with an ICsp of 50 ng/ml or less. -

13.  An anti-nerve growth factor (N GF) anti_bod);.comprisin g (i) a heavy chain
variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO:1, (ii) a light chain
variable region c'om'prieinU the amino acid se‘qﬁcnice of SEQ ID NO: 2, and (iii) a
constant region comprising a hinge reclon mutation, wherein the antibody binds to
human or rat NGF with a Kp of 100 pM or less, inhibits binding of NGF to TrkA or
p7 TR with an ICs0 of 250 pM or less, and 1nh1b1ts NGF-dependent proliferation of TF-
1 cells with an IC§0 .of 50 ng/ml or less.

14.  Ananti-nerve growth factor (NGF antlbody having a human Ig(G4 constant
region, said human 1gG4 constant region contamlno a hinge region mutation comprising

the mutation of serine at the amino acid position correspondmg to amino acid position
108 of SEQID NO: 9.

-_83_
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15. Ananti-nerve growth factor (NGF) ant1body compnsmg a human IgG4 constant
region, wherein the human IgG4 constant region comprises a mutation, and wherein the
antibody has a‘ mean terminal elimination half-life in humans of at least 10-30 days or

has a mean phalm_acolog'ic half-life in humans of at least 30 days.

16.  Ananti-nerve growth factm (NGF) antlbody comprising a human 1gG4 constant
region, wherein the human I°G4 constant 1‘801011 comprises a mutation and wherein the
antibody has a terminal elimination half-life in'a cynomolgus monkey of at least 15
days. Lo

17. The anti-NGF antibody of any one of the preceding claims, which has a terminal
elimination half-life in a cynomolgus monkey in a range of about 15 days to about 28

days.

18.  The anti-NGF antibody of any one of the preceding claims, which has a terminal

elimination half-life in a rat of at least 8 days.. . °

19.  The anti- NGF antlbody of any one of the pr eccdmcI claims, wherein the mutation
is a hinge region mutation.

20.  The anti-NGF antibody of any one of t_ﬁe preceding claims, wherein the hinge
region mutation comprises mutation of serine at amino acid position 108 of SEQ ID NO:
9. ‘ | :

21. The anti-NGF an-tibody of claim 20, wherein the serine at the amino acid position
corresponding to amino acid position 108 of SE'Q' ID NO: 9 is mutated to proline.

22, The anti-NGF antibody of any one of the precedin g claims, wherein the human
IgG4 constant region comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO: 10.

23.  The anti-NGF antibody of any. one of the preceding claims, which has one or

more of the following functional properties: '

;i) binds to human NGF but doéé ot bind to human brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), human neurotrophm 3 (NT-3) or human
neurotrophin 4 (NT-4);

b} binds to human or rat NGF with a Kp of 100 pM or less;
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) inhibits binding of NGF to'TrkA or p75™™:
d) inhibits NGF-dependent proliferation of TF-1 cells;
e) inhibits NGF-dependent chick dorsal root ganglion survival;
f) inhibits NGF—depcndcﬁt PC12 cell neurite outgrowth.

24.  The anti-NGF antibody of any one of the preceding claims, which does not

exhibit a rebound effect when administered to a subject.

25.  The anti-NGF antib’ddy of any one of the preceding claims, which alleviates pain
for a duration of at least about four weeks to about twelve weeks after administration of
a single dose the anti-NGF antibody to a subject..

26.  The anti-NGF antibody of any one of the preceding claims, which comprises a
heavy chain variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid
sequences of SEQ ID NOs: 3, 4 and 5, respectively:

27.  The anti-NGF antibody of any one of the préceding claims, which comprises a
light chain variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid sequences
of SEQ ID NOs: 6, 7 and 8, respectively: '

28.  The anti-NGF antibody of any one of the preceding claims, which comprises a
heavy chain variable region’comprisin'g CDRs 1,72 and 3 having the amino acid
sequences of SEQ ID NOs: 3, 4-and 5, respecfiir@]y_, and which comprises a light chain
variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid sequences of SEQ ID
NOs: 6, 7 and 8, respectively. o

29.  The anti-NGF antibody of any- one of the preceding claims, which comprises a
heavy chain variable region comprising the amiho acid sequence of SEQ ID NO: 1.

30.  The anti-NGF antib‘ody of ény one of the prﬁceding claims, which comprises a
light chain variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2.

31, The anti-NGF antibody of any one of the preceding claims, which comprises a
heavy chain variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 1 and a

light chain variable region éompris_ing the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2.

32.  The anti-NGF antibody of any ene of the preceding claims, which competes for
binding to NGF with an antibody comprising a heavy chain variable region comprising

- 85-



050027

WO 2010/128398 - T PCT/[B2010/001216

10

15

20

25

30

35

the amino acid sequence of SEQ ID NO: 1 and a light chain variable region comprising
the amino acid sequence of SEQID NO: 2.

33.  Ananti-nerve growth factor (NGF)anti_bb_djz comprising a human IgG4 constant
region, wherein fhc,human 1gG4 constant region.‘comprises a hinge region mutation,
wherein the antibody has a terminal elimination half-life in a human of at least 10-30
days or has a mean pharmacologic half-life in humans of at least 30 days, and wherein
the antibody alleviates pain for a duration of at least about four weeks to about twelve

weeks after adrm'nis_traﬁon of a‘sing]e‘dOS_e the antibody to a human subject.

34, The anti-NGF antibody of claim 33, wherein the hinge region mutation
comprises mutation of serine at amino acid position 108 of SEQ ID NO: 9.

35.  The anti-NGF antibody of claim 34, wherein the serine at the amino acid position
corresponding to amino acid position 108 of SEQ ID NO: 9 is mutated to proline.

36.  The anti-NGF antib'dd_y of ¢laim 35, wherein the human IgG4 constant region
comprises the amino acid sequence of SEQ ID-NO: 10.

37.  The anti- NGF antibody of claim 33, which has one or more of the following
funct10na1 propcrtles
a) binds to human NGF but does not bind to human brain-derived
neurctrophic factor (BDNF) human new otrophm 3 (NT-3) or human
neurotrophin 4 (NT 4y,
~ b) binds to human or rat NGF with a Kp of 100 pM or Jess;
_ ¢} inhibits binding of NGF to.TrkA or p75 NIR,
d) inhibits NGF~dependcnlt proliferation of TE-1 cells;
e) inhibits NGF-dependent chick dorsal root ganglion survival;
f) inhibits NGF-dependent PC12 cell neurite outgrowth.

38.  The anti-NGF antibody of ¢laim 33, which competes for binding to NGF with an
antibody comprising a heavy chain variablé région bomprising the amino acid sequence
of SEQ ID NO: 1 and a light chain variable region comprising the amino acid sequence
of SEQ ID NO 2.

39. The anti-NGF antibody of claim 33, which alleviates pain for a duration of at

least twelve weeks after administration of a single dose the antibody to a human subject.

©-86-



o
C

L)
-
D
(Fe]

WO 2010/128398 . R PCT/1B2010/001210

10

15

20

25

30

35

40.  An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising a heavy chain
comprising the amino acid sequence of SEQ ID.NO:.13, wherein the antibody has a
serum half-life in a human of at least 10-30 days or.has a mean pharmacologic half-life
in humans of at least 30 days.

41.  The ant1 NGF antibody of claim 40, whercm 'the heavy chain is encoded by the
nucleotide sequence of SEQID NO: 11..

42.  The anti-NGF antibody of cl'aim 40 or 41, which comprises a light chain
comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 16,

43.  The anti-NGF antibody of cIaiﬁl 42, Whe}cih the light chain is encoded by the
nucleotide sequence of SEQ ID NO: 14. '

4.  An anti-nerve growth factor (NGF) antibody comprising a human IgG4 constant
region, wherein thé'antibody comprises a heavy chain comprising the amino acid
sequence of SEQ ID NO: 13 and a'light chain compusmo the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 16. h

45.  Ananti-nerve growth factor (NGF) antibedy comprising a human 1gG4 constant
region, wherein the antibody comprises a heavy chain encoded by the nucleotide
sequence of SEQ ID NO: 11. and a light chain encoded by the nucleotide sequence of
SEQID NO: 14. :

46.  The ant-NGF antibc}ay of any one of the preéedino claims, wherein the antibody
is chimeric, humanized or human or an antlbody in whlch potential T cell epitopes have
been ehmmatcd

47. A phaﬁnac_eutical composition comprising the anti-NGF antibody of any one of
claims 1-46 and a pharmaceutically acceptable carrier.

48. A kit comprising the anti-NGF antibody of any one of claims 1-46 and

instructions for use of the antibody in treating’ an NGF-related disease or condition.
49. A rnefﬁod of attenuating or inhibiting an NGF-related disease or condition in a

subject, the method comprising administering to the subject the anti-NGF antibody of
any one of claims 1-46. S '
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50.  The method of claim 49, wherein thé-NGF-rclatcd disease or condition is pain.

51.  The method of claim 50, wherein the pain is selected from the group consisting
of osteoarthritis paih, chronic low back pain, diébctié neuropathic pain, cancer pain, pain
from bone metastases, interstitial cystitis, painfullbl'adder syndrome, pain associated
with chronic abacterial prostatitis, pair assocmted with endometriosis, pain associated

with uterine ﬁbrmds and post—operanve pam

52.  The method of any one of blaims'49~5 1, wherein the anti-NGF antibody is
administered at a dose in a range from 0.1 mg/kg to 3 mg/kg..

53. The rnethod of any one of c]alms 49 52, wherem the antibody is administered
intravenously.

54. The method of any one of claims 49 52 wherein the antibody is administered
subcutaneously or intra- -articularly.

55.  The method of any one of claims 49 54, whex ein a second pharmaceutical agent
is administered to the subject.

56.  The method of claim 55, wherein thc_'sécphd pharmaceutical agent is selected
from the group tonsisting of NSAIDs, anal gesicé including opioid analgesics and
atypical analgesics, local anaesthetics, nerve blocks, phenol blocks, therapeutic
antibodies; steroids, anti-convulsants, anti—déprf;ssanps, topical capsaicin, antiviral
agents, TrkA inhiBi?ors and PKC inhjbitors.

57. A method of attenuatinﬂ‘or inhibiting pain ina subject, the method comprising
administering to the subject an anti-nerve gr owth factor (NGF) antibody comprising a
human IgG4 constant region, wherein the human IgG4 constant region comprises the
amino acid sequence of SEQ ID NO: 10, and wherein the antibody alleviates pain in the
subject for a duration of at Jeast about four vu'feclr_(s to about twelve weeks after
administration of a single dose of the anti-NGF antibody to a subject.

58, The method of claim 57, whereln the anti- NGF antibody comprises a heavy
chain variable 1e°10n comprising CDRs 1, 2.and 3 having the amino acid sequences of
SEQ ID NOs:- 3,4 and 3, respectively, and a hght chain variable region comprising
CDRs 1, 2 and 3 having the amino acid sequences of SE‘Q ID NOs: 6,7 and 8,
respectively.
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59. The m@thodlcif claim 57 or 58, {vherein,t]{e anti-NGF antibody comprises a heavy
chain variable region comprising the amino acid sequence of SEQ ID NO: 1 and a light
chain variable region comprising the amino acid sequence of SEQ 1D NO: 2.

60.  The method of any one of claims 57-59, whé:rein the pain is selected from the

group consisting of osteoarthritis pain,'chro_hi; _Iow-back pain, diabetic neuropathic pain,
cancer pain, pain from bone metastases, intcfst.itia'l cystitis, painful bladder syndrome,
pain associated with chronic abacterial prostatms patn associated with endometriosis,

pain associated withuterine fibr mds and post- Operative pain.

61.  The method of any one of c.laims,57—60,lwht_3rein the anti-NGF antibody is

administered at a dose in a range from 0.1 mg/kg 03 mg/kg.

62.  The method of any one of claims 57-61, wherein the antibody is administered

intravenously or subcutaneously.

63. A method of attenuating or ‘i'nhibitinf.’ a nerve growth factor (NGF)-related
disease or CO]‘ldlthIl ina suchct such that a rebound effect is avoided in the subject, the
method compusmg admmlsteung to the subJect an anti-NGF antibody comprising a
human IgG4 constant region, wherein the human IgG4 constant region comprises a
hinge region mufati_én, and wherein the antiliody_‘ﬁas-a terminal elimination half-life in a
human of at I_eaét 10-30 days or has a mean pharmécologic half-life in humans of at least
30 days, and wherein the antibody is administered at a dosage and at a frequency such
that a rebound effect is avoided in the subject.

64.  The method of claim 63, wherein the human IgG4 constant region comprises a
mutation at the amino acid position cofrespondirig to amino acid position 108 of SEQ ID
NO: 9. ' ‘

65. The method of claim 64, wherein the serine at the amino acid position
couespondmo to ammo acid posmon 108 of SEQ ID NO: 9 is mutated to proline.

66.  The methodlof any one of claims 63-635, wherein the human 1gG4 constant
region comprises the amino acid sequence of SEQ ID NO: 10.

67. The metﬁod of any one of claims.63—‘6'6‘; wherein the anti-NGF antibody

comprises a heavy chain-variable region comprising CDRs 1, 2 and 3 having the amino
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acid sequences of SEQ ID NOs: 3, 4 and 5, respecti\%ely, and a light chain variable
region comprising CDRs 1, 2 and 3 havmg thc ammo acid sequences of SEQ ID NOs: 6,
7 and 8, lespectlvely -

68. - The method of any one of claims 63-67, wherein the anti-NGF antibody
comprises a heavy chain variable region compnsmg the amino acid sequence of SEQ ID

NO: 1 and a light chain vanab]e region comprising the amino acid sequence of SEQ ID

NO: 2.

69.  The method of any one of claims 63-67; wherein the antibody competes for
binding to NGF with an antibody compﬁsing a heavy chain variable region comprising
the amino acid sequence of SEQ ID'NO: 1 and a light chain variable region comprising
the amino acid sequence of SEQ ID NO: 2. |

70.  The method of any one of claims 63-69, wherein the NGF-related disease or
condition is pain selected from the group coﬁsist_ih g of osteoarthritis pain, chronic low
back pain, diabetic neuropathic pain, cancer pain; pain from bone metastases, interstitial
cystitis, painf‘ul bladder syndrome, pain aqsociated with chronic abacterial prostatitis,
pain associated with endomctrlom pain assocmted with uterine fibroids and post-
operative pam )

71.  The method of any one of claims 63- 70 wherem the anti-NGF antibody is
administered at a dose in a range from 0.1 mafk to 3 mg/ke.

72.  The method of any one of claims 63-71 wherein the antibody is administered
intravenously or subcutaneously.

73.  The anti- NGF antibody of any one of c]alms 1-46 for use in treating an NGF-
related disease or cond1t1on ' '

74. The an—ti;NGF antibody of claim 73, wherein the NGF-related disease or
condition is pain. '

75. The anti-NGF ahtibody_of claim 74, wherein the pain is selected from the group
consisting of osteoa~1'th1'itis pain, chronic low back pain, diabetic neuropathic pain,
cancer pain, pain from bone 'rhetastaseé, interstitial cystitis, painful bladder syndrome,
pain associated with chronic abacterial _prostz‘ititis., pain associated with endometriosis,

pain associated with uterine fibroids and post-dperative pain.
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76.  Use of the anti-NGF antibddy of any'dﬁe_ of claims 1-46 for the manufacture of a
medicament for use-to attenuate or inhibit an. NGF-related disease or condition in a
subject, ‘ .

77.  The use of claim 76, wherein the NGF-related disease or condition is pain.

78.  The use of claim 77, whex ein the pain is selécted from the group consisting of
osteoarthritis pain, chronic low back pain, d1abet1c ncuropathlc pain, cancer pain, pain
from bone metastases, interstitial cystitis, painful b]addcr syndrome, pain associated

with chronic abacterlal prostatitis, pain assocmted w1th endometriosis, pain associated

with uterine ﬁb1 01ds and post operative pam

79. Useof the anti-NGF antibody of any one of claims 1-46 for the manufacture of a
medicament for use to attenuate or inhibit pain in a SllbjCCt such that pain is attenuated
or inhibited in the subject for a duration of at least about four weeks to about twelve

weeks after administration of a single dose of the anti-NGF antibody to a subject.

80.  Use of the anti-NGF antibody of any one of claims 1-46 for the manufacture of a
medicament for use to attenuate or inhibit an NGF-related disease or condition in a

subject such that a rebound effect is avoided in ihe_ sﬁbject.

81.  Anexpression vector encoding an ,anti-herve'growth factor (NGF) antibody,
wherein the vector comprises the nﬁcleot:ide_sé'(juénc.c of SEQ ID NO: 11 encoding an
antibody heavy chain and the nucleotide sequenéé'of SEQ ID NO: 14 encoding an
antibody light chain. '

82.  Ahost cell comprising the expfes_sion véc;ﬁor of claim81.
83. A method of expressing an anti- NGF antibody comprising culturing the host cell

of claim 82 such'that an anti-NGF antlbody compnsmc a heavy chain encoded by SEQ
IDNO: 11 and a hcht chain encoded by SEQ ID'NO: 14 is expressed.
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1 (6501310

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> PANGENETICS 110, BV

<120> ANTICUERPOS CONTRA EL FACTOR DE CRECIMIENT(Q NERVIOSC (NGF) CON ESTARBRILIDAD
IN VIVO MEJORADA

<130> PNJ-013PC

<140> Nueva Solicitud
<141> Concurrentemente Con Esta

<150> 61/252, 314
<151> 2009-10-1%6

<150> 61/238,813
<151i> 2009-09-01

<150> 61/227,251
<151> 2009-07-21

<150> 61/175,228
<151> 20059-05-04

<1la0> 16
<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<21i> 122

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético"
<400> 1
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Lew Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Asn
20 25 30

Asn Val Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Gly Val Trp Ala Gly Gly Ala Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Lys
50 55 60

Ser Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu
65 70 75 80

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala



Arg Asp Gly Gly Tyr Ser Ser Ser Thr Leu Tyr Ala Met Asp Ala Trp

100

105

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

His

115 120
<210> 2
<211> 1Q7
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de Secuencia Artificial:
sintético”
<400> 2
Asp Ile Gln Met Thr Gla Ser Pro Ser Ser Leu Ser
1 5 10
Asp Rrg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asp
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
35 40
Tyr Asn Thr Asp Thr Leu His Thr Gly Val Pro Ser
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln His Tyr Phe
85 a0
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 3
<211> 10
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial:
sintético"
<400> 3

Gly Phe Ser Leu Thr Asn Asn Asn Val Asn

110

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
85

Péptido

Polipéptido

Gly

Ala

Iile

Gly

Pro

80

Arg

Gell

S

1



<210> 4

<211> 1%

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de Secuencia Artificial: Péptido
sintético”

<400> 4

Gly Val Trp Ala Gly Gly Ala Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Lys Ser
1 . 5 10 15

<210> 5

<21i1> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético”

<400> 5

Asp Gly Gly Tyr Ser Ser Ser Thr Leu Tyr Ala Met Asp Ala
1 5 10

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="“Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético"

<400> 8§

Arg Ala Ser Glu Asp Ile Tyr Asn Ala Leu Ala
1 5 10

<210> 7

<2il> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Péptido
sintético"

<406> 7
Asn Thr Asp Thr Leu His Thr
1 5

|w-.\.
Do

L)



<210> 8

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de Secuencia Artificial:

sintético"

<400> 8

Gln
1

His Tyr Phe His Tyr Pro Arg Thr
5

<210> ¢

<211> 327

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9

Ala
1

Ser.-

Phe

Gly

Leu

65

Tyx

Arg

Glu

Asp

Asp
145

Ser Thr Lys Gly Pr¢ Ser Val Phe Pro Leu Ala
5 10

Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu
20 25

Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
35 40

Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser
50 55 60

Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Leu
70 75

Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr
85 90

Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser
1¢0 165

Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
115 120

Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr
130 135 140

Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn
150 155

Pro

vVal

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Lys

Val

Tyr

Péptido

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

ASp

95

hla

Pro

Val

Val

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

Val

Asp
169

Gel1z3



Gly

Asn

Trp

Pro

Glu’

225

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

305

Leu

<210>

Val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

250

Ser

Ser

<211> 32

<212>
<213>

220>

<221>
<Z223>

<400> 10
Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg

1

10

Glua

Thr

Asn

195

Ser

Gln

val

Val

Pro

275

Thr

Val

Leu

7

PRT
Secuencia

fuente

/nota="Descripcidon de Secuencia Artificial: Polipépticdo
sintéticoe"

Val

Tyr

180

Gly

Ile

val

Ser

Glu

260

Pro

Val

Met

Ser

His

165

Lys

Glu

Tyr

Leu

245

Trp

vVal

Asp

His

Leun
325

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

310

Gly

Ala

Val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

285

Ala

Lys

Artificial

5

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Leu

Thr

Val

185

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

265

Asp

Trp

His

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Asn

10

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

235

Pro

Ser

Glu

His
315

Arg

Val

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Fhe

Gly

300

Tyr

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyx

Asn

Phe

285

Asn

Thr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

Val

Gln

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Fhe

Lys

15

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320



Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp

145

Gly

Asn

Txp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Pro

Val

" 50

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

130

Val

Val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Leu

115

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

Val

Val

Glu

Pro

Thr

val

Asn

Ser

100

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

180

Gly

Ile

val

Ser

Glu

Ser

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Gly

Ile

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

245

Trp

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyrx

Pro

Ser

Asp

150

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Ala

Val

Aia

55

Val

His

Gly

Ser

Arg

135

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Pro

Val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

105

Phe

Pro

Val

Thr

Val

185

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

Gly

ASn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Cvys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Pro

Fhe

vVal

Phe

155

Pro

Thr

Val

Ala

Gin

235

Gly

Pro

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Pro

Pro

Thr

140

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Leu

ASn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Lys

20

Leu

Leu

Thr

Val

Prc

110

Lys

Val

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

95

Ala

Pro

Val

Val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240G

Asp

Lys

G0

o

IS

J



Thr Thr Pro

275

Leu Thr

290

Arg

Cys Ser Vval

305

Lau Ser Leu

<210> 11
<211> 1407
<212> LNA
<213> Secue

<220>
<221>
<223>

fuent
sinté

<400> 11
atggaatgga

gtgcagctgg
tgcgeegcca
ggcaagggcc
gccctgaaga
atgaacagcce
agcagcagca
agcgecagea
gagagcacag
tcctggaaca
agcggcctgt
acctacacct
agcaagtacg
gtgtttctgt
acctgegtygg

gacggegtgg

260

Pro Vval

Val Asp

Met His

Leu

Lys

Glu

Asp
280

Ser
295

Ala

310

Leu
325

Ser

ncia

e

tico™

gectgggtgtt
tcgagagegg
gcggcticag
tggaatgggt
gcaggttcac
tgagggccga
ccectgtacqge
ccaagggccc
cegecetggg
gcggagecct
acagcctgag
gcaacgtgga
gccecaccetg
tccecccecaa
tggtggacgt

aggtgcacaa

Gly

Lys

Artificial

cctgttette
cggagggctyg
cctgaccaac
gggcggcegtyg
catcagcagg
ggacaccgec
catggacgce
cagcgtgtte
ctgcctggtg
gaccagcggg
cagcgtyggtg
ccacaagccec
ccccecatge
gcccaaggac
gagccaggaa

cgccaagace

265

315

ctgagcgtga
gtgcagccag
aacaacgtga
tgggccgggg
gacaacagca
gtgtactact
tggggccagg
ccecetggeee
aaggactact
gtgcacacct
acagtgccca
agcaacacca
ccagcccecy
accctgatga
gatccagagg

aagcccagag

270

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

285

Arg Trp Gin Glu Gly Asn Val

300

Leu His Asn His Tyr Thr Gln

ccacecggegt
gcggecagect
actgggtgeg
gagccaccga
agaacaccge
gcgcecaggga
gcaccctggt
cctgecageag
tcecccgagec
tecceegeegt
gcagcagect
aggtggacaa
agttoctygygg
tcagcaggac
tccagttcaa

aggaacagtt

Tyr Ser

Phe Ser

Lys Ser
320

/nota="Descripcidn de Secuencia Artificial: Polinucledtido

gcacagcgag
gaggctgtcee
gcaggcceca
ctacaacagc
ctacctgcag
cggcggcetac
gaccgtgagc
aagcaccage
cgtgaccgtg
gctgcagage
dggcaccaag
gagggtiggag
cggaccctee
cccecgaggtyg
ctggtacgtyg

taacagcace

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

180

840

200

960



tacagggtgyg tgtcegtget gaccgtgetg caccaggact ggetgaacgg

aagtgcaagy tctccaacaa gggeetgecc agcotccateg agaaaaccat

aagggcceagc cacgggagee ccaggtgtac accetgecac cctcccagga

aagaaccaqg tgtccctgac ctgtetggty aagggettct accccagega

gagtgggaga gcaacggcca geccgagaac aactacaaga ccacccccec

agcgacggca gettecttect gtacagecagg ctgaccgtgg acaagtcecag

ggcaacgtct ttagetgcag cgtgatgcac gaggccctgoe acaaccacta

agcctgtece tgagectggg caagtga

<210> 12

<211> 468

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polip

sintético™

<490> 12

Met Glu Trp Sexr Trp Val Phe Leu Phe Phe Leu Ser Val Thr

1 5 10

val His Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

35 40 45
Thr Asn Asn Asn Val Asn Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys
50 55 60

Glu Trp Val Gly Gly Val Trp Ala Gly Gly Ala Thr Asp Tyr

&5 70 75

Ala Leu Lys Ser Arg fhe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys

85 90

Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala
100 105 1i0

Tyr Cys Ala Rrg Asp Gly Gly Tyr Ser Ser Ser Thr Leu Tyr

115 120 125

caaggagtac
cagcaaggee
agagatgacc
catecgeegtg
agtgctggac
gtggcaggaa

cacccagaag

éptido

Thr
15

Gly

Val Gln

Ser Leu

Gly Leu

Asn Ser

80

Asn Thr

95

Val Tyr

Ala Met

Gaeli?

1020
1080
1140
12¢0
1260
1320
1380

1407



AsSp

Lys

145

Glu

Pro

Val

Asn

225

Ser

Gly

Met

Gln

Val

305

Tyr

Gly

Ile

Val

Ala

130

Gly

Ser

Val

Phe

Val
21Q

-Val

Lys

Gly

Ile

Glu
290

JHis

Arg

Lys

Glu

Tyx

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

185

Thr

Asp

Tyr

Fro

Ser

275

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

355

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

180

Ala

Val

His

Gly

Ser

260

hrg

Pro

Ala

Val

Tyr

340

Thr

Leu

Gln

val

Ala

165

Ser

Val

Pro

Lys

Pro

245

Val

Thr

Glu

Lys

Ser

325

Lys

Ile

Bro

Gly

Phe

150

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

230

Pro

Fhe

Pro

Val

Thr

310

Val

Cys

Ser

Pro

Thr

135

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

215

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln

295

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

200

Ser

Asn

Pro

Phe

Val

280

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

360

Gln

Val

Ala

Leu

Gly

185

Ser

Leu

Thr

Fro

Pro

265

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

345

Lys

Glu

Thr

Pro

val

170

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

250

Pro

Cys

Trp

Glu

Leu

330

Asn

Gly

Glu

Val

Cys

155

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

235

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

315

His

Lys

Gln

Met

Ser

140

Ser

Asp

Thr

Tyr

Lys

220

Asp

Ala

Pro

Val

Val

300

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Ser

205

Thr

Lys

Pro

Lys

Val

285

Asp

Phe

Asp

Leu

Arg

365

Lys

Ala

Ser

Phe

Gly

190

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

2170

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

350

Giu

Asn

Ser

Thr

Pro

175

Val

Ser

Thr

val

Phe

255

Thr

Val

Val

Ser

Leu

335

Ser

Pro

Gln

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser

Cys

Glu

240

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

320

Asn

Ser

Gln

Val

o

XY

p

¢

-

18



370 375

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
385 390

Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
£05

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
420

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
435

Met His Glu Ala Leu His Asn
450 455

Ser Leu Gly Lys
4865

<210> 13

<211> 449

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="“Descripcién de
- sintético”

<400> 13

Glu val Gln Leu Val Glu Ser
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Asn Val Asn Trp Val Arg Gln
35

Gly Gly Val Trp Ala Gly Gly

Ser Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85

Gly

Pro

Ser

Giu

440

His

Phe

Glu

Phe

425

Gly

Tyr

10

Tyr

Asn

410

Phe

Asn

Thr

Pro

385

Asn

Leu

Val

Gln

380

Ser

Tyxr

Phe

Lys
460

Asp

Lys

Ser

Ser

445

Ser

Iie

Thr

Arg

430

Cys

Len

Ala

Thr

415

Leu

Ser

Ser

Val

400

Pro

Thr

Val

Leu

Secuencia Artificial: Polipéptido

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Asp

Glu

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

AsSp

Gly

Gly

Gly

Asp

Ser

Thr
30

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

Val

Gln

Leu

Leu

45

Ser

Thr

Tyr

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Ala

Tyr

Gily

15

Asn

Trp

Leu

Tvyr

Cys
95

Gly

Asn

Val

Lys

Leu

80

Ala

G

”
%

G1

=9



Arg

Gly-

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Gly

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tvyr

Asp

Gln

Val

130

Ala

Ser

val

Pro

Lys

210

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Gly

Gly

115

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser

185

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Cys

Gly

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu

260

Gln

Lys

Leu

Lys

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Ser

Asn

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Thr

Val
325

Ser

Val

Ala

Leu

150

Gly

Ser

Leu

Thr

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

310

Ser

Ser

Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

295

Leu

Asn

Ser

Val

120

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr

200

Val

Pro

Lys

Val

Tyxr

280

Glu

His

Lys

Thr

105

Ser

Ser

Asp

Thx

Tyr

185

Lys

Asp

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Gln

Gly

11

Leu

Ser

Arg

Tyr

Ser

170

Ser

Lys

Pro

Lys

250

Val

Asp

Phe

Asp

Leu
330

Tyr

Ala

Ser

Phe

155

Gly

Leu

Tyr

Arg

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

315

Pro

Ala

Ser

Thr

140

Pro

Val

Ser

Thr

Val

220

Phe

Thr

Val

Val

Ser

300

Leu

Ser

Met

Thr

125

Ser

Glu

His

Ser

Cys

205

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Asn

Ser

Asp

110

Lys

Glu

Pro

Thr

Val

190

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

270

Val

Tyr

Gly

Ile

Ala

Gly

Ser

Val

Phe

175

Val

Val

Lys

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu
335

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Go0

L]
v
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Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr
340 345 350
Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr
355 360 365
Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu
370 375 380
Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu
385 390 385 400
Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr val Asp Lys
- 405 410 415
Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
420 425 430
Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Cly
435 440 445
Lys
<210> 14
<211> 705
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial
<220>
<221i> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucledtido
sintético"
<400> 14
atgagcgtge ccacccaggt geotgggectg ctgctgetgt ggctgaccga cgccagatge
gacatccaga tgacccagag ccccageage ctgagegeca gegtgogcga cagggtgacc
atcacctgca gggccagcga ggacatctac aacgcectgyg cctggtatca gcagaagccce
ggcaaggccee ccaagctget gatctacaac accgacaccc tgcacaccgg cgtgecocage
aggttcageg gcageggetc cggoaccgac tacaccetga ccatcagcag cctgcageee
gaggacttcg ccacctactt ttgccagcac tacttccact acccecaggac ctteggccaq
ggcaccaagg tggagatcaa gaggaccgtg gectgecccca gcgtgttcat cttccccece
agcgacgagce agctgaagag cggcaccgee teegtggtgt goctgetgaa caactteotac
cccegggagg ccaaggtgca gtggaaggtg gacaacgccc tgcagagcgg caacagccag

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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gaaagcgtca ccgagcagga cagcaaggac tccacctaca goctgageag caccctgacce 600
ctgagcaagg ccgactacga gaagcacaag gtgtacgoct geogaggtgac ccaccaggge 660
ctgtccagece ccgtgaccaa gagettcaac aggggegagt gotga 705
<210> 15
<211> 234
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético"
<400> 15
Met Ser Val Pro Thr Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Thr
1 5 10 15

Asp Ala Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
20 25 30

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Giu Asp
35 10 45

Ile Tyr Asn Ala Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
50 - 55 60

Lys Leu Leu Ile Tyr Asn Thr Asp Thr Leu His Thr Gly val Pro Ser
65 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Tle Ser
85 90 95

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln His Tyr Phe
100 105 110

His Tyr Pro Arg Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
115 120 125

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln
130 135 140

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
145 150 155 160

Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gin Ser
165 170 173



Gly

Tyxr

Asn Ser Gln Glu Ser Val
180

Ser Leu Ser Ser Thr Leu
1585

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu
210 215

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg

225 230

<210> 16

<211> 214

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de

sintético”

<400> 16

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

Ile Gln Met Thr Gln Ser

Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

Ala Trp Tyr Gln Gln Lys

_Asn Thr Asp Thr Leu His

50 55

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr
70

Asp Phe Ala Thr Tyr Phe
85

Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

Ser Val Phe Ile Phe Pro
115

Ala Ser val val Cys Leu

Thr

Thr

200

Val

Gly

14

Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr

185

190

Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys

205

Thr His Gin Gly Leu Ser Ser Pro

Glu

Cys

220

Secuencia Artificial: Peolipéptido

Pro

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

His

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Phe

Arg

Gln

Tyr

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

His

Thr

Leu

125

Pro

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

g5

Ala

Ser

Glu

Gly

Ala

ile

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ala



Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Gln

Val

Leu

Glu

195

Arg

Trp

Thxr

Thr

180

Val

Gly

Lys

Glu

165

Leu

Thr

Glu

val

150

Gln

Ser

His

Cys

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Len

Asp

170

Tyr

Serx

15

Gln

155

Ser

Glu

Ser

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly

Tyr

His

Val
205

Asn

Ser

Lys

190

Thr

Ser

Leu

175

Val

Lys

Gln

160

Ser

Tyxr

Ser

-"\

0i
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ANTICUERPOS CONTRA EL FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSO {NGF)

'CON ESTABILIDAD IN VIVO MEJORADA

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El_rfactor de‘ crecimiento' nervioso (NGF) es una
proteina sé;retada.que fue,déscubierta hace 50 afios come una
molécula -que promueve lé- ;upervivencia y diferenciacidén de
las neuronas‘sénsoriales;y‘simpgtéf@cas. La cadena beta del
NFC solamente es respoﬂsablé dg-lé §ctividad estimulante del
crecimientc nervioso dei NGF. La'Cadéna beta se homodimeriza
Yy se incorﬁora en un compleio dg proteina grande. NGF es un
miembro ae uné familia de factores neurctré6ficos conocida
como neurotféfinas.,-El NGF .enlazéficon alta afinidad a un
reﬁeptor de tropomiosina cinasgwéohocido como TrkA. El NGF
también es capaz de eniazar'un>rgée§tor conocido como p75"TE,
un miembro-'de la. superfamiiia del receptor de factor de
necrosis de fﬁmor,' el ‘cual tambiéh interactita con otras
neurotrofinaé.:La estfgctura Y funéién del NGF es revisada
en, por ejemplo, Sofrogiew; M;QV;~ét al. (2001) Annu. Rev.
Neurosci. §3r1217-1281; Wﬁiémanﬁh b.'and de Vos, A.M. (2001)
Cell. Mol. Life Sci. 58:748-759; Fahnestock, M. (1991) Curr.
Top. Microbiol. Immunol. 165:1-26.

Auﬁqu; el NGf‘fue originaimente identificado por su
capacidad de- promover la suﬁenvigeﬁpia y diferenciacién de

neuronas, .hay creciente evidéncia gque estos efectos de
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desarrollo‘golamente soﬁ un'as?eptolde la biologia del NGF.
En particuiar,'el_NGF se hé ;mplicado en la transmisién y
mantenimiénto aé delor pefsistente 0 ‘crénico. Por ejemplo, se
ha mostrado éué la adminisﬁracién.£énto local como sistémica
dei NGF produce hiperalgesia‘y‘aiodinia (Lewin, G.R. et al.
(1994)  Eur. J. Neurosci. 6:1903-1912). La  infusién
intravenosé'del'NGF en hgmanés‘p:oduce una mialgia de cuerpo
complefo mieﬁtras la 'administ;acién evoca alodinia e
hiperalgesia-eﬂ el siﬁ;o-dé inyecégén ademas de los efectos
sistémicos (Bpfel, S;é.‘et élf‘(1§98) Neurology 51:695-702).
Ademés, en:‘ciértas formas.'dé-;ééncer, el exceso de NGF
facilita el -ciecimiento ‘e dinfiltracién de las fibras
nerviosas con'inducéién de-;qlorf@e'céncer {Zhu, Z. et al.
(1999) J. Clin;:Oncol..l1:241;2280,

El--ihvolucfamiento .dgi:‘ﬁgF en dolor crénico ha
conducido :,al‘ interés éqnsidé;able de procedimientos
terapéutipdé bgéadOs en la inhibicién de efectos del NGF (ver
por ejemplo, éaragdvi, H.U. _and nG§hring, K. (2000) Trends
Pharmacol. S&i.‘gl:gé—QB)L Eo?.ejegplo, una forma soluble del
receptor de TrkA fue utilizadé péfa'bloquear la actividad del
NGF, 1lo cuai ée mostrd qﬁe -rééuce significativamente 1la
formacién.dé neﬁrohas, respbnsable del delor neuropatica, sin
dafiar los cué;pbs' celulafes déglias neurconas lesionadas
(Kxyger, G. S. et al. (2001) J. Hand Surg. (Am.) 26:635-644).

Otro procedimiento para neutralizar la actividad de
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NGF es el uso de anfiquerpos}ahti;NGF, se han descrito 1los
ejemplos dg'ioé'anticuerpoé_(véﬁ\por ejemplco, Publicaciones
PCT Nos. WO 2601/78698,_‘WO 2001/64247, WO 2002/096458, WO
2004/032870, WO 2005/061540, WO 2',0_0'6./131951, WO 2006/110883,
Patente de ﬁsfados'-Uﬁidbs .ﬁo. “7,449,616; Publicaciones de
Estados Unidos' Nos. US 206'5067'4‘521, US 20080033157, US
20080182978 v 'US 20090041715). "E'h'mo_delos animales de dolor
neuropéticol (pér 'ejemplo,' ligacién del nervio espinal o
tronco nervio?o{ ia inyéccién._siétémica de anticuerpos
neutralizantes 'al 'NGE 'previeﬁé; tanto la alodinia como
hiperalgesia"(ﬁamer, M.S. and{iéiSby, M.A. (1999) FEur. J.
Neurosci. I1:837-846; Ro, L.5. ‘et al. (1999) Pain 79:265-
274) . Ademés}_.el' tratamiénto' con un anticuerpo anti-NGF
neutralizantg-p;oduce #eduééién significativa de dolor en un
modelo de dolor de ééncef mur;ﬁdhjsévcik, M.A. et al. (2005)
Pain 115:128-141). o

P@fircpnsiguiente, 'en'.ﬁista de lo anterior, son

deseables’ los antagonistas de NGF adicionales.

BREVE 'ﬁESCRIPGIéN ﬁE‘ LA INVENCION
Esté ipvencién proporéiﬁné-anticuerpos anti-NGF que
exhiben eéﬁabilidad in v;vo ﬁéjorada. En particular, la
invencién proborciona un -’ antiéué;po_ anti-NGF que comprende
una regidn consfantg de igGﬂ huiiana, en donde la regidn

constante de  IgG4 ' humana éomprende una mutacidn,
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preferiblemeﬁte.una ﬁutacién de fegién bisagra, y en donde el
anticuerpo ‘exhibe una semi%idé ~de eliminacidn terminal
inesperadameﬁte.larga, tal comé”uﬁa semivida de eliminacién
terminal -eﬁ un  mono cynémolgus de al menos 15 dias vy
tipicamente .éq el intervglo lde. aproximadamente 15 a
aproximadamente 22 dias (o un Hin;érvalo de 15 dias a 22
dias), © en un intervalo de_apfd%imadamente 15 dias a 28 dias
(o en un iﬁtérvélo de 15 dias 5;25 dias), o en el intervalo
de aproximadamepte-zl dias é apidxiquamente 28 dias (o en el
intervalo de- 2; dias a '28.-dias);q.Este anticuerpo anti-NGF
estabilizado (por‘i ‘ejempiq, \_'aﬁticuerpo de bisagra
estabilizada). fambién 'exhibe‘-ﬁﬁg‘ semivida de eliminacidn
terminal: eﬁ hratas de al ménoé.{S dias, tipicamente en el
intervalo de éproximadamente 8 é aprqximadamente 9 dias (o en
el intervalo,déZSIa 9 diasfu'En todavia otras modalidades, el
anticuerpo anti—NGF'estaﬁilizad§ {p5r ejemplo, anticuerpo de
bisagra estébilizada) " puede T'eghibir una semivida de
eliminaciéﬁitefminal en humaros de'al menos 10-30 dias, o al
menos 10'diasg.al menos 15 diaé,_al,menos 20 dias, al menos
25 dias, al - ﬁenos . 30 . dias 'O en un intervalo de
aproximadamente 10 dias a ap:oximadamente 40 dias o en un
intervalo dé  éﬁroximadémente i$.=dié5 a aproximadamente 30
dias (o én:ﬁn inte;valo de,ld a ;O dias o en un intervalc de
15 a 30 diasx; En todavia otréé_modalidades, el anticuerpo

anti-~NGF estébilizadp -~ (por 1éjempib} anticuerpo de bisagra
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estabilizada) pueae 9xhibif ina seémivida farmacolégica media
en humanos de al ménoé 30‘dia-s‘;v.-'o.ial menos 35 dias, o al
menos 40 digé,;o en un'interv%lo;de al menos cuatro a seis
semanas (o:én ﬁn intervalo dé cuatro & seis semanas), o en un
intervalo de "al menocs ‘cuatrol a sliete semanas (o en un
intervalo de. cuatro a siété éemanééy 0 en un intervalo de al
menos cuatro a ocho -semanas (b_gn-un intervalo de cuatro a
ocho semanas), ‘

Péeferiblemente, la mutacién en la regién constante
de IgG4‘ es funa mutacién dé-.regién bisagra. Adn mas
preferiblemenfeb 1a,mutagién3de“régién bisagra en la regidn
cohstante de‘IgG4 compgendé la.mﬁtacién de la serina en la
posicidn de,_aminoécidd correépondiénte a la posicién de
aminoacido  108 "de la SEC iD, NO: 9 (la cual muestra la
secuencia.de aﬁinoécido tipp silvestre de la regidn consta;te
de IgG4 humana) . Pox Coﬁsiguiengé;ila invencién proporciona
uﬂ anticuerpo anti—fac£or de'c;eéimiento nervioso (NGF) que
tiene una regidn conétante Adg“‘I§G4 hurana, la regidn
constante ae TgG4 humana'que-cqntiene una mutacidédn de regién
bisagra compréhde la mutécién de sérina en la posicidén de
amino&cido cbrréspondiénte é'la poéiéién de aminocacide 108 de
la SEC 1ID NO: 9. 'Més pfeferibieﬁente, la serina en la
posicidn d@‘-aminoécido cofreépoﬁdiénte a la posicidn de
aminoécidp.lOS de 1la SEC ID NO: 9 es mutada a prolina. En una

modalidad preférida[ la regidn cdnsfante de IgG4 humana del
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anticuerpb anfi—NGF.cOmpfénde ié.secuencia de aminoacido de
SEC ID NO: 10: Alternativéﬁente,'Tdtras posibles mutaciones
estabilizantes de IgG4 se déécxibén en la presente.
Un an£icuerpo'anti—NGf_preferido de la invencidén es
el anticue;po PGllO, la seéﬁenéia de amincacido de cadena
pesada'lé cualVSe muestra en lé SEC ID NO: 13 y la secuencia
de aminoacido de caqena iigefé %anfpal se muestra en la SEC
ID NO: 16. Por consiéuienfe; _1a_‘invencién proporciona un
anticuerpo anti—NGF qué compréﬁdé‘ una regidén constante de
IgG4 humanéy ~en donde el. éntiéuerpo comprende una cadena
pesada-qué comﬁrende la sécpencia-de'aminoécido de SEC ID NO:
13 vy una éadena ,ligeﬁa ‘qﬁe tcéﬁprende la secuencia de
aminocacido de SEC ID‘N6:,16l Eﬁ-offa modalidad, la invencién
proporciong'un'anticuefpo ahtiéNgF éue comprende una regidn
constante &e_IgG4,humana,-eﬁ dqnde el anticuerpo comprende
una cadena peéada codificada por- la secuencia de nucledtido
de la SEC ID NO: 1k vy uné Cadené'iigera codificada por la
seéuencia de nucleétido de iaVSEC.Ib NO: 14. En todavia otra
modalidad, wla_‘invencién prbpofeiéna un anticuerpo anti-NGF
que comp?gﬁde.uﬁa cadena pesada. que cbmprende la secuencia de
aminoacido de'ia-SEC ID NO: 13, én_donde el anticuerpo tiene
una semivida.dezeliminépién.té:minaiien un mono cynomolgus de
al mencs 15 .dias (y 'tipibaménﬁe en el intervalc de
aproximadamerite 15 a aprdgimadaﬁénte 22 dias, o en un

intervalo de 15 a 22 dias, o en un intervalo de
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28 diés, o en el 'interﬁalo de - aproximadamente 21 dias a
aproximadameh£e228 dias o énlel,iﬁférvalo de 21 a 28 dias),
y/§ tiene una semivida de éliminécién terminal en un humano
de al meno§~10?30 dias (o al ﬁeﬁbsllo dias, o al menos 15
dias, o.al-menoé 20 dias, © al menos 25 dias, o al menos 30
dias o en ﬁh <intervalo_ de éprokimadamente 10 dias a
aproximadameﬁtezdo diaé o én'eluinﬁérvalo de aproximadamente
15 a aproximadamente:3q diés;'o?én-un intervalo de 10 a 40
dias o en el intervalo de.15'a;50 dias). Adicionalmente o
alterngtiyamenté, el ant;cuerpo puede exhibir una semivida
farmacolégicaA ﬁedia. en humanos d?. él menos 30 dias, o al
menos 35 diés,ﬁo ar‘méncs QO dias;{o en un intervalo de al
menos cuatro -a-seis semanas kbﬂén'#n intervalo de cuatro a
seis seman§8§f.d en un intépvalo aé al menos cuatro a siete
semanas (0 én‘uﬁ intervalo de cUétro a siete semanas) o en un
intervalo de"él' ménos cuatro éﬂ_&cho semanas {oc en un
intervalo dé éuatro._é 'ocho. sémgnas). Preferiblemente, la
cadena pesada se codifica pog.lé Secuencia de nucledtido de
la SEC ID -NO: 11. Preferiﬁleméﬁté, el anticuerpo comprende
una cadena iigefa que compfende'la secuencia de aminocacido de
la SEC 1D NO; 16. ?reféribleménté, la cadena ligera se
codifica por la secuéncia‘de nuciéétido de la SEC ID NO: 14.
En‘bt?a modalidad{ eifénﬁicuerpo anti~-NGF comprende

una regién’ variable de cadena pesada que comprende la
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secuencia de“aminoécido.de SEC:ID:Néz 1 (la cual muestra la
regidn Vafiablé ‘de cadena peéadal de PGll10). En otra
modalidad, 31  anticuerpo. anti—N@F. comprende una regidn
va;iable de‘ cédena-'pésada due".céﬁprende la secuencia de
aminoacido de la SEC ID NO:-'Zi”élé cual muestra la regidn
variable de’ cadena ligeré‘ de-uPGllO). En todavia otra
modalidad, 'el. anticuerpQ' anti~-NGF comprende una regidn
variable de _cédena. pesada que 'gomﬁrende la secuencia de
aminodacido dé lé SECllb_NO:'l y Uné.regién variable de cadena
ligera gque comprende la,secueﬁ@ié délaminoécido de la SEC ID
NO: 2. En aﬁh étra modalidaa, élféhticuerpo anti-NGF compite
por enlazar‘a N¢F'con uniahticuerpo que comprende una regidn
variable de ,cédénal pésada:_que .comérende la secuencia de
aminodcido dé lé SEC-ID‘NO:_I y- Una regién variable de cadena
ligera que cOmprende la.secuéﬁﬁi&_de_aminoécido de la SEC ID
NO: 2.

-Eﬁ ot;a modalidad; el anticuerpc anti-NGF comprende
una regidén vafiable de cédéna peééda que comprende las CDRs
1, 2 yv 3 que tieneﬁ‘las.secugncias;de aminoacido de las SEC
ID NOs: 3, 4 y 5, respectivaméﬁ£§;(en donde las SEC ID NOs:
3, 4y5 mdégtfan la regién variéble de cadena pesada CDRs 1,
2 vy 3, respectivémgn;e,'ae PGllO)._ En otra modalidad, el
anticuerpo apti-NGF compreﬁde'una“regién variable de cadena
ligera Que comprenaé 1és ‘CDRsn.l,,.Z y 3 que tienen las

secuencias de faminoécido de iasn SEC ID NOs: 6, 7 y 8,
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respectivamente?(en donde las SEC fp NOs: 6, 7 y 8 muestran
la regién;-ﬁariable de cédené5.iigera CDRs 1, 2 vy 3,
respectivaménte; de PGild). En atn otra modalidad, el
anticuerpo ant;—NGF.comprehde,uné.pégién variable de cadena
pesada que coﬁprendé las .CDRs”'l, -2 y 3 que tienen 1las
secuencias de ‘aminoacido de ”léé"SEC ID NOs: 3, 4 y 5,
respectivameﬁté,‘ y comprende. uﬁdllregién variable de cadena
ligera. que cdmprénde las‘ CDRs 1, 2 vy 3 que tienen las
secuencias QEzjaminoéc;do 'de  laé;;SEC ID NCs: 6, 7 y B8,
respectivamente. |

Preferiblemente, el %ﬁéigﬁerpo anti-NGF tiene una o
mas de lasféiéﬁ;entes propiedadég;fﬁncionales:

" a) énlazé._a NGF“huménb pero no enlaza al factor
neurétréfico _derivado de. cerebro humano (BDNF),
neurotrofiﬁa huhana_B'RNTfé) o neurotrofina humana
4 (NT-4); o
bf 'renlaza al NQF‘huméno o de rata con una Kp de

" 100 pM o-menos; |
c) . inﬁibe_el énlacé de NGF a TrkA o p75"%;

d) inhibé la ﬁrolijé%@ci5n dependiente del NGF de
cé;ﬁlés TF-1; L
ei inhibe la supervivencia de ganglio de raiz

"dorsal de pollo.dependiente.del NGF;

£) inhibe la éxéreéeqcié'de neurita de célula PClZ

dependiente del NGF.. -
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En otra ﬁédalidad, ei“'agticuerpo anti-NGF de la
invencioén no'exhibe un efecﬁo‘dé”;ébote cuande se administra
a un sujetbl 'Ecr ejemplo, -uné.;céntidad de dosificacién vy
frecuencia de. do;ificacién “de ;a administracidn del
anticuerpo se Epeden seleccionar de: modo gue el anticuerpo no
exhiba un efecto de }eboté cuandéhSefadministra a un sujeto.

EnA‘oﬁra modalidad, Vuh._énticuerpo anti-NGF de 1la
invencién é$ éapaz de aliviar éi{dolor en un sujeto por una
larga dutracién, pé:‘ ejemplo pbr' una duracién de al menos
aproximadamente. ﬁna semana; 0 al " menos aproximadamente dos
semanas, o al. men&s, épgoximgd%ﬁenté cuatro semanas, o al
menos aprbﬁiﬁadamente' Qchof' néemanas, 0 al menos
aproximadaﬁénte_doce semanqsf o] él menos aproximadamente una
semana a a?roximadameﬁte dbée semanas, o al menos
aproximadamente: cuatro ' éemanas “la aproximadamente doce
semanas, o al menos aproxi@adamente ocho semanas a
aproximadamén£e doce semanas, Olpo: una duracién de al menos
una semana: o .al menoé 'dds éémanas, ¢ al menos cuatro
semanas, o al mehps.ocho éemanaé 0 &l menos doce semanas o al
MEenos una a doce semanas; o'ai mgnééicuatro a doce semanas, ©
al menos ocho a doce7sémanaé.despﬁéé de la administracidn de
una dosis ﬁnicg'del anticuerpo aﬁti—NGF al sujeto.

Eh ‘una _modalidad‘rparticularmente preferida, la
invenciénv proporciona unllqnticuerpO‘ anti-NGF que tiene las

caracteristicas’ ventajosas combinadas de una semivida de
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eliminaciénterminal_extén&ida y ura duracién prolongada de
alivio de dolor. Por conSiqﬁignte; la invencién también
proporciona pn‘anticuefpo anti%NGF,@ue comprende una regidn
constante ée _IgGé~ humané, ,eh donde la regidn constante de
IgG4 huﬁana ,@oﬁprende una mutacién (preferiblemente una
mutacién de fegién pisagﬁa);:én goﬁdé el anticuerpo tiene una
semivida de e;iminacién‘terminél_eﬁ'ﬁn humano de al menos 10-

\

30 dias, o al menos lO-dias, o al-ménos 15 dias, o al mencs
20 dias, o"a; menos 25 diaé, 'o' al menos 30 dias o en un
intervélo. de .éproximadaﬁéqte 10 - dias a aproximadamente 40
dias o en uh interVaio' de haéféximadamente 15 dias a
apfoximadamente:30 diés {o én uquintervalo de 10-40 dias o en
un interva;g,de 15-30 aias); yﬂep“d6nde el anticuerpo alivia
el dolof ﬁor una . duracién &e .al menos aproximadamente una
semana a aprogimadamente doce semanas, o al menos una semana
a doce semanés; o al menos‘éproxiﬁédamente cuatro semanas a
aproximadanmente doce"semanés,V Q-fai menos cuatro semanas a
doce semanas; después de.la'adminiétfacién de una dosis unica
del antiquérpo a un sujeto'humano (0 al menos una semana, ©
al menos dos_sémanaé, olal'menos quétro semanas, © al menos
ocho semanas; 5 al mén§5wd§ce semaﬁas, 0 una a doce semanas,
0 cuatro a doce.semanas{ u ochb,a d5ce semanas, después de 1ia
administracién-de una dosis.ﬁnica:del anticuerpoc a un sujeto
humano) . .Pfefefiblemente{ la lﬁutacién de regidn bisagra

comprende la mutacién de la serina en la posicién de

+



10

15

20

25

Gelias

12

aminoacido cor?éspondientg a la pésidién de amincédcido 108 de
la SEC 1ID NO::9, prefgribiemente‘ﬁpa mutacién de serina a
prolina en la ,posicién de- amiﬁoécidc ceorrespondiente a la
posicién de- éminoécido_ 108 ‘den'lé SEC ID NO: 9. Mas
preferiblgménte[_la regién Constahté de IgG4 humana comprende
la secuencia'dé aminoéc;do de lénSEC ID NG: 10. En varias
modalidades,. ei anticﬁgrpo‘ puede ,éxhibir una o mas de las
propiedades fuhcionales descfitéé-.en la presente. En una
modalidad préféfida, el anﬁicuérp;‘compite por el enlace a
NGE con pn.anticuerpo qﬁe'comprénde una regidén variable de
cadena pesada.@ue c&mpiendg la séqueﬁcia de aminodcido de la
SEC ID NO: -1 .y unér ﬁegién -vafiaﬁle de cadena 1ligera que
comprende la seéuencié de amingééido‘de la SEC ID NO: 2.
En.tbdavia otra madalidé&, lz invencién proporciona
un anticuerbo_aﬁti—factor‘de crecimiento nervioso (NGF) que
comprende una.;eQiéﬁ constante déT;éG4 humana, en donde 1la
regidn constante dé‘ IgG4 humané"cdmprende la secuencia de
aminoacido de la SEC ID NO: ﬁlbl.'y, en donde el anticuerpo
enlaza al NG? hﬁmano o de rata'ebn una Kp de 100 pM o menos,
inhibe el enlace del NGF a frkA'o p75"™* con una ICse de 250 pM
0 menos, e 'iﬁpibe la: pfoliferaéién dependiente de NGF de
células TF-1 con'i una .ICsq m_de‘ 50 ng/ml o© menos.
Preferiblemente, el anticue;po £i§ﬁe.semivida de eliminacién
terminal-méaid en humanos de-ai-ﬁenos 10-30 dias, o al menos

10 dias, o al-menos_lS dias, 6 al menos 20 dias, © al menos
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25 dias, o al -menos .30 dias o© en un intervalo de
aproximadamente. 10 dias a.aproximadémente 40 dias o en un
intervalo de. gproximaagmente. i5. dias a aproximadamente 30
dias (o en un intervalo de 16—40.dias © en un intervalo de
15-30 dias}-“Adicionalmente‘q altéfnativamente, el anticuerpo
puede exhibir_uﬁa'semivida'farmacolégica media en humanos de
al menos 30 diés, o.al menos 35 diaé, o al menos 40 dias, o
en un intervélé de él.meno$ cuatr§ia seis semanas (o0 en un
intervalo de Cﬁatro a seis séﬁaﬂés);‘o en un intervalo de al
menos cuat;o“a éiete éemanaé (éWeﬁ un intervalo de cuatro a
siete semanésyo eﬁ un iﬁtérvalo de al menos cuatroc a ocho
semanas f{o en‘_un intervélo . de énaﬁro a ocho semanas). EIl
anticuerpo adicionalﬁente'pqede éxhibir una o mas propiedades
funcionales'édicionales, tal d@ﬁa_énlace del NGF humano pero
no enlace dei'factor neurotréfidé derivado de cerebro humano
{BDNE') , neurot;ofiha humané 3 (NT-3) o neurotrofina humana 4
(NT-4} ; inhipiqién de 1la 'supervivencia de ganglio de raiz
dorsal de pollo dépendiente_-dél _NGF; y/0 inhibicidén de
excrecencia de neurita - de ;éiuiénPC12 dependiente del NGF.
Preferibleﬁéﬁte{ el anticuerpé"alivia el dolor por una
duracidn - deb-_al. Menos - aprcximaqamente una semana a
aproximadamente: doce ,semahas; 0 al menos aproximadamente
cuatro semanas a aﬁrokiﬁadamenfé. déce semanas, o© al mencs
aproximadamenieLocho semanas afébybximadamente doce semanas,

’

© al menos una semana a doce semanas, o al menos cuatro
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semanas a doée'éemanas 0 al.menés gcho semanas a doce semanas
{o al menos-una.semana, d_él menos cuatro semanas, o al menos
ccho semanas,.‘o 'al' menos ' doce geménas, o por una a doce
semanas, © por cuafro\ a doce ‘égmahas, 0 por ocho a doce
semanas) despﬁés de la adminisﬁfégién de una dosis unica del
anticuerpo ?.éhti—NGF a un édjeto. Preferiblemente, el
anticuerpo comp;ende una feéién'variable de cadena pesada que
comprende CDRs: 1, 2y 3 - que  tienen las secuencias de
aminoacido de las SE&.ID NOs:»B,EQ y‘5, respectivamente, o el
anticuerpo compiende una iegiénf&é?iable de cadena ligera que
comprende Iaé‘ CORs 1, 2 y 3 éﬁe .tienen las secuencias de
aminoacido de las SEC ID NOs: 6;'7 y_8, respectivamente, o el
anticuerpo comp;eﬁde una'reéién variable de cadena pesada gue
comprende las CDRs '1,'2h v 3 QQe ,fienen las secuencias de
amincacido dé ias SEC ID NQs:f5, 4-y 5, respectivamente, vy
una regién?#ariable de cadgna iigera que comprende las CDRs
1, 2 vy 3'que‘tienén las'SecuenEias de aminodcido de las SEC
ID NOs: 6, . 7. ? 8, .résbettivaménte. Preferiblemente, el
anticuerpo compzendé una Eegién ;ariéble de cadena pesada que
comprende lé!seéuencia de aminoéciﬁo'de la SEC ID N@: 1 o el
anticuerpo:éomﬁrende una regidn %ariable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoé§ido.de la SEC ID NO: 2, o el
anticuerpo comprende_una ?eéién Vafiable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoécido de SEC ID NO: 1 y una

regién variable de cadena ligera 'que comprende la secuencia
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de aminoécido.dé la SEC' ID NO: é;{? el anticuerpo compite por
enlaiar 'alfiNGF_ con un anticuegﬁo que comprende una regién
variable " de cadeﬂa_ pesada qué'lcomprende la secuencia de
aminodcido de ia SEC_ID NO:llfy una ‘regién variable de cadena
ligera que comprendé la éécuen;ié-deiaminoécido de la SEC 1ID
NO: 2. N

Eﬁ varias modalidadesi preferidas, la invencién
proporciona arnticuerpos énti—NéF,‘que tienen las siguientes
caracteristicas: |

Un anticuerpd anti—fagfor-rde crecimiento nervioso
(NGF} gue cé@pgende (i)'una-reéién variable de cadena pesada
que compreﬁae las CDRS 1, 2 y 3 éue tienen las secuencias de
aminocido de }astEC ID NOs: 3; 4 y.5, respectivamente, (ii)
una regidn vériablexde cédeﬁd l}qéfa que comprende las CDRs
1, 2 yv 3 que_tienen‘laé seéuenciés‘de aminoécido de las SEC
ID NOs: 6, .7 vy 8, fespectiﬁamenfe, y (iii) wuna regidn
constante ae IgG4 humana, . eh donde la regidén constante de
IgG4 humaha comprende la éepuencia de aminodcido de la SEC ID
NO: 110G, en: donde..el :antiéuegpghltiene una semivida de
eliminacién_terminal ﬁeéia én'hgmaﬁdé de al menos 10-30 dias.
Adicionalmgptér"o -altérnativamepte,‘ el anticuerpo puede
exhibir una semivida farmacélégica media en humancs de al
Menos 30 dias;'o,al'menog 35 dias, ¢ al menos 40 dias, o en
un intervalo dé al.- menos cﬁatro_léi seis semanas (o en un

intervalo de cuatro a seis semanas), o en un intervalo de al
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menos cuatro a_sieté;séménas_(omen:ﬁn intervalo de cuatro a
siete semanaé)jo en un‘intervaiblde-al menos cuatro a ocho
semanas (ofén un intervalo Qe'cu§£ro a ocho semanas).
" Un anticﬁerpo énti—féctbr de crecimiento nervioso
(NGF) que compnenae (i) ana regién variable de cadena pesada
que comprende la seéueﬂcia de.am;hoééido de la SEC ID NO: 1,
(ii) una regiéﬁ_variable de cédgné'ligera que comprende la
secuencia ée .aminoécido de 1la éEC ID NO: 2, y (iii) wuna
regidn cohstante de .IgG4 humana;.en donde la regidén constante
de IgG4 humana comprgnde:laisecuenéia de aminodcido de la SEC
ID NO: 10, en donde el anticuéfpo tiene una semivida de
eliminacién terminal media en hﬁﬁanoé de al menos 10~30 dias.
AdicionalméAte o alternati#amente, el anticuerpo puede
exhibir ﬁna sémi&ida, fafﬁacolégica -media en humanos de al
menos 30 diaé,io al:menos 35'di§s;yp al menos 40 dias, o en
un intervalo_ de al ménos 'cuatro'_a seis semanas (o0 en un
intervalo de“quatrora séis seménaS),'o en un intervalo de al
menos cﬁatfo a siete semanas.(q_en'un intervalo de cuatro a
siete seﬁanasﬂ'o.en un iﬁtervalo-de'al menos cuatro a ocho
semanas (o eﬁruh interValé de'cua;féia ocho semanas) .
| Un"aqticuerﬁo anfi—factbr' de crecimiento nervioso
(NGF) que gpmprendel(i).una'regiéﬁ ﬁariable de cadena pesada
que compfeﬁde las CDRs 1f_2 ? 3 que tienen las secuencias de
aminoééido de iés‘SEC ID NOs: 3, 4 y'5, respectivamente, (ii)

una regién variable.-de cadena ligéra que comprende las CDRs
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1, 2y 3 qué‘tienen-lés.sebﬂénc;agide aminoacido de las SEC
ID NOs: 6, 7 vy 8{' respéctiyaméﬂte, y (iii) wuna regién
constante d@-IgG4 hunana gque cohprénde una mutacidén de regidn
bisagra,- én donde el 'anticuerpo tiene una semivida de
e2liminacién tefminal'media en humanos de al menos 10-30 dias.
Adicionalmente : o} .alﬁernatiﬁamenté; el anticuerpo puede
exhibir una _sémivida  farmaéoiégiéa. media en humanos de al
mencs 30 dias,.o al menos 35 diaﬁ; é al mencos 40 dias, o en
un interyalb de al menos "cuatro é -seis semanas (o en un
intervalo de_cﬁatro.a Seis.semanaS},‘o en un intervalo de ail
Menos cuatro.a{sieté égmanas'(Omen,un intervalo de cuatro a
siete semanas),. o en‘un intefvala-de al menos cuatro a ocho
semanas (ojeﬂ uﬁ'intervalo dé;cuatfd a ocho semanas).

~Un gnficuerpo énti—factor de crecimiento nervioso
(NGF) que compfende-(i) una regidquériable de cadena pesada
que comprendé ia secﬁeﬁcia dé aminéacido de la SEC ID NO: 1,
(1i) una regiéh variable de.éadéna_ligera gue comprende la
secuencia de“ aﬁinoécido del_la"SﬁC ID NO: 2, y (iii} wuna
regién_consfanté de IgG4 huﬁana'que comprende una mutacién de
regidn bisagrdh en aonde.el antiéuepfo tiene una semivida de
eliminacién terminal media en huﬁqnos de al menos 10-30 dias.
Adicionalmente ~ o alternativéméﬁté,, el anticuerpo puede
exhibir una “seﬁivida farmacolééica media en humancos de al
menos 30-dias{.o al menoS 55 dias, o al menos 40 dias, o en

un intervalo- de al menos cuatro-a seis semanas (o en un
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intervalo de_cﬁatro'a seis.sgmanaS),-o en un intervalo de al
menos cuatro'a:sieté égmanas:(oweﬁ un intervalo de cuatro a
siete semanas)ﬂo en un.interﬁald.dé al menos cuatro a ocho
semanas (o:eﬁ'uﬁ'intervalo dé_cuat£d a ocho semanas}).

'Uﬁ gnficuarpo anti—factor de crecimiento nervioso
(NGF) que compfende.(i) una :egi6n_yériable de cadena pesada
que comprendé las CDR;ll; Z-Q 3 "que 'tienen las secuencias de
amincacido de las SEC ID NOs:.S;“4'§‘5, respectivamente, (ii)
una regién:vériéble de cadeﬁa 1igéra_que comprende las CDRs
1L, 2y 3_qﬁe tienén las:sécuencias de aminoacido de las SEC
ID NOCs: 86, 7. Yy é, respéctivaﬁenﬁé, y (111) una regibn
constante que comprénde hna.nmtagiéh de regidén bisagra, en
donde el anticuerpo tiene .uﬁéA'semivida de eliminacidn
terminal meaia en humanos de al menos 10-30 dias.
Adicionalmenté__ o alternafivamente, el anticuerpo puede
exhibir una :semiﬁida farmacolégiea, media en humanos de al
mencs 30 dias, o algmenoé 35‘diés,l6 al menos 40 dias, o en
un intervaloc de al menoé puéﬁfblAa. seis semanas (o -en un
intervalo dé.cuatro a seis semaﬂésl,,o en un intervalo de al
mencs cuatro a_siéte semanas (o en un intervalo de cuatro a
siete semanasfn d en un infervalo“de al menos cuatro a ocho
semanas {o en un intérvalé de_cuéirofa ocho semanas) .

Un ‘aﬁticuerpo' anti—féétq% -de crecimiento nervioso
(NGF) que ébmprende (i) una regién variable de cadena pesada

gue comprende 1arsecuencié de aminodcido de la SEC ID NO: 1,
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(ii) una_regiéﬂ,vériable_de cadena ligera que comprende la
secuencia de '§minoécido .de la SEC"ID NO: 2, vy (iii) wuna
regién conséanfe Qﬁe. COmpfendé; una mutacidén de regidn
bisagra, en ‘donde el, antiéuefpd tiene una semivida de
eliminacién-ﬁerﬁinal media en hﬁmaﬁés.de al menos 10-30 dias.
Adicionalmeﬁte. o alterna£ivamente, el anticuerpo puede
exhibir una .éemiVida farmacolégiﬁa_.media en humanos de ail
menos 30 dias, o al”menoé 35 diés,;b al menos 40 dias, o en
un intervalo dé al menos ;ﬁétéé_'a. seis semanas (o en un
intervalo dé“cuétro a seis semaﬁés), ¢ en un intervalo de al
menos cuatro a'siétg seménés (0 en un intervalo de cuatro a
siete semanasizo‘en un inte:valo*de al menos cuatro a ocho
semanas (0 en un inté;valb de pUéEro a ocho semanas) .

Un :adticuerpO' anti—féé£g£ -de crecimiento nervioso
(NGF) que 5pﬁprende una regién‘ﬁonstante de IgG4 humana, en
donde -la regién .qonstahte de 'IgG4 humana comprende la
secuencia de’ amihoécido 'dé-rla SEC -ID NC: 10, en donde el
anticuerpo enlaza al.NGF ﬁumangéhde rata con una Kp de 100 pM
o menos, inhibe el enlace del NéF.é TrkA o P75™% con una ICsp
de 250 pM 6'ménos, e inhibe 1la ﬁroliferacién dependiente del
NGF de'célul#s.TF;l con una ICso.de‘SO ng/ml o menos, y en
donde el anticﬁerpp -tieﬁé "una semivida de eliminacién
terminal media en huﬁanbsl ée: ~al menos 10-30 dias.
Adicionalmenﬁé .‘o altérnativa#énte,' el anticuerpo puede

exhibir una semivida farmacolégica media en humanos de al
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menos 30 dihg[ o al menos 35 diéé, o al menos 40 dias, o en
un 1intervalo 'de él_ menos 'cuatro a seis semanas (0 en un
intervalo de;c@atfo a seis'semanasy, © en un intervalo de al
menos cuatro a sieté,seménas_(omen,ﬁn intervalo de cuatro a
siete semanaé);q en un'intervaiénde al menos cuatrc a ocho
semanas (oféﬁlun intervalo de‘cﬁéfro a ocho semanas).

“Un énticﬁerpo anti—fécﬁor de crecimiento nervioso
{(NGF) que compnenae (1) UHé regién . variable de cadena pesada
que comprende las CbRs‘l; 2'y 3 éueitienen las secuencias de
aminoacido de.lés SEC ID NCs: 3;ﬁ4 y‘5, respectivamente, (ii)
una regiénjﬁaiiable de Cadena ligera que comprende las CDRs
1, 2 y 3 que tienen las Secuenﬁias de aminocacido de las SEC
ID NOs: 6, . 7: j 8, -réspéctivaméhte, y (iii) wuna regién
constante de IgG4 humdna, 'en ‘q§ﬁde la regidén constante ds
IgG4 humana.gﬁmbrende la secuenéiaudé aminoacido de la SEC 1D
NO: 10, en:aonde el antiéuerpo eglaza al NGF humano o de rata
con una KD de iOO-pM-o mehos, iﬁhibe-el eniace del NGF a Trka
o P75"™*  con ina ICsg @e -2501_§M1 0o menos, e inhibe 1la
prbliferacién dependiénfe del NGE_ae'células TF-1 con una ICgg
de 50 ng/ml Q. Menos. |

Un anticuerpo ranti;factor de crecimiento nervioso
(NGF) qué comprende'[i) ﬁhg regidén variable de cadena pesada
que comprende la secuencia de ém;ﬁSépido de la SEC ID NO: 1,
(1ii) una regidn variabie décédeha ligera que comprende 1la

secuencia de aminocdcido de 1la. SEC ID NC: 2, y (iii) una
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regiodn constghté de IgG4 humanaggﬁ_donde la regidn constante
de IgG4 huﬁéna.comprenderla Secuéncia-de aminoacido de la SEC
ID NO: 10, eﬁfdbnde.el ahticuef@o_enlaza al NGF humano o de
rata con una-Kp: de 1Q0-pM'ovménos,”ihhibe el enlace del NGF a
Trka o P75™® con una ICsy ‘de. 2_5_0 PM o menos, e inhibe la
proliferacién‘dépendienﬁe del Néf de células TF-1 con una ICs
de 50 ng/miio menos . |

“Un anticuerpo énti—féctor -de crecimiento nervioso
(NGF) gque cohpfende'ji) @na fégipﬁfﬁariable de cadena pesada
que comprende las CDRs‘l, 2‘yu3:qhe'tienen las secuencias de
aminoacido de las SEC ID NOs: 3, 4y 5, respectivamente, (ii)
una regién:vaxiable de éadeﬁa ;igera que comprende las CDRs
1, 2 j 3'que fienen las.éecuencias de aminodcido de las SEC
ID NOs: 6,'.7: y 8, ‘réspééfivgméﬁﬁe, y (i1iii) wuna regidn
constante de IgG4 hﬁﬁana,' qugy-bpﬁprende una mutacidén de
regién bisagra, en dondé el'antiguérﬁo enlaza al NGF humano o
de rata boﬁ'una'KD,de 100 pM 5 meﬁos; inhibe el enlace del NGF
a TrkA.o P75mﬁ'con'una Ibso de 250 pM © menos, e inhibe la
proliferaciéh.dépendieﬁte.del'NGE_aé;células TF-1 con una ICs
de750 ng/ml o menos.

Un ~aﬁticuerpo _anti—féc;dr 'de crecimiento nervioso
{NGF) que ébmprénde (i) una regidén variable de cadena pesada
que comprende‘ia seéuencia.de amihgééido de la SEC ID NO: 1,
(ii) una re@iéﬁ variab;e.de'cadenéiligera gque comprende la

secuencia de amincacido de la.’SEC ID NO: 2, y (iii) una
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regidén constante de IgGé huména qug'éomprende una mutacién de
regiodn bisag:a,'en donde el-antiﬁuerpo enlaza al NGF humano o
de rata Coﬂiuna-KD_de 100 .pM o menos, inhibe el enlace del NGF
a TrkA o'PTSMF con -una iC@ de 250 pM o menos, e inhibe la
proliferacién-dépend}ente_déi:ﬁGE_aéicélulas TF-1 con una ICsg
de 50 ng/ml O menos. | | |

Un..anticuerpo. anti—féc?dr ‘de crecimiento nervioso
{NGF) qﬁe éomprende (i)'una fegién variable de cadena pesada
que compfende.Ias:CDRs l; 2 v 3 que ‘tienen las secuencias de
aminoacido dé las SEC ID:NOs: 3,m4n§,5, respectivamente, (ii)
una regidn variable de‘cadéna';igefa que comprende las CDRs
1, 2 y 3 qge-tienen laé seéueﬁc@és ae aminocdcido de las SEC
ID NOs: 6;' 7 vy .8, respeétivamente, y (iii) wuna regibn
constante que.éomprénde>ﬁna muta@iéh de regidn bisagra, en
donde el anticﬁérpo.enigza él'NGE Hﬁmano o de rata con una Kp
de 100 pM o menos, iﬁhibe él“enlécé del NGF a TrkA o P75"™®
con una ICgy dé 250 pM o &enQS{ne‘inhibe la preoliferacién
dependienpe'del-NGF de cé;ulas TE;l con una ICsp; de 50 ng/ml o
menos.

Un aﬂticuerpé‘ anti;factof ~de crecimiento nervioso
(NGF) que comprende (i) tna réqiéﬁ~§ariable de cadena pesada
que compreq&é la secuencia ae amiﬁoécido de la SEC ID NO: 1,
(i1) una.regiéﬂ variablé_de cadéna ligera que comprende la
secuencia de_aﬁinoééido de:la_SEC_I? NO: 2, y (iii) ID NOs:

6, 7 y 8, respectivamente, ¥y (iii) una regidn constante gue
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comprende una imutacién. dé 'reqiéhl bisagra, en donde el
anticuerpc enlaza al ﬁGF huﬁanblofde'rata con una Kp de 100 pM
O menos, inhibé'el enlace del ﬁGExa frkﬁ o P75"® con una ICs
de 250 pM o menos, e inhibe la,proiiferacién dependiente del
NGF de células'TF—l con una. ICso dé“50 ng/ml o menos.

Un agticuerpé\ anfi;facto£"de crecimiento nervioso
(NGF') que comprende ﬁna regiéh.éénétante de IgG4 humana, en
donde l; iégiéh constantev’dé':ngé humana comprende una
mutacion, y- epl donde el' anticuerpo tiene una semivida de
eliminacién terﬁinai media en humégo§ de al menos 10-30 dias.
Adicionalmenfe | o] 'élﬁerha§i§aménté; el anticuerpo puede
exhibir una- semivida iarmacbiégiba.'media en humanos de al
menos 30 dias, 6 al menos 35 dias; o ai menos 40 dias, o en
un intervalb ‘dé al mends 'cuatro a seis semanas {oc en un
intervalo de.é@atro.a seis:semanaé}ﬂ‘o en un intervalo de al
menos cuatro a'sieté_seménas (c'en un intervalo de cuatro a
siete semanas)}o en un.intefﬁéigvde al menos cuatro a ocho
semanas (0jeﬁ.unlintervalo de.cﬁéﬁré a ocho semanas).

- Un anticﬁerpo anfi—factor de crecimiento nervioso
(NGF} que comﬁ:eﬁde una regién céngtante de IgG4 humana gue
comprende una mutacién~ y en _doﬁde.'el anticuerpo tiene una
semivida de éliﬁinacién-terminéi“eh un mono cynomolgus de al
Menos 15 f’aias. Adicionalmeﬂté o alternativamente, el
anticuerpo puede eﬁhibir‘una sémividg farmacoldégica media en

humanos de al menos 30 dias, o al-menos 35 dias, o al menos
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40 dias, o© eniﬁn‘inferﬁaloide_al.menbs cuatro a seils semanas
(o0 en un iﬁtérvald‘ ae 'cqafro'"a s5els semanas), © en un
intervalo de  al meﬁos. buatfo;vé' siete semanas (o en un
intervalo de'cuétro a siete‘seméngs)_o en un intervalo de al
menos cuatﬁé a Qcho semanés (o0 en un intervalo de cuatro a
ocho semanas).- |

En varias ﬁodalidades,”e; anticuerpo anti-NGF de la
invencién puede ser, por‘ ejéﬁpibf' un anticuerpo quimérico,
humanizado fd' hﬁmano, O- un .aﬁticﬁerpo en el cual se han
eliminade los epitépes de<célula T potenciales.

En.-otrb aspecfo}-.la Iinyencién proporciona una
composicidn farmacéﬁ#ica Que qomﬁrende un anticuerpc anti-NGF
de la invencién y un portador féfﬁaééuticamente aceptable.

En ‘todavia ctro aspeéfﬁ, la 1invencién proporciona
un método pafa_atéquar 6" inhibir una enfermedad o afeccidn
relacionada _cbn .NGF en ‘un_ sujéto, el métode comprende
administrar al sujefo-uh.antiquegpo,énti—NGF de la invencidn.
Los ejemploé- ﬁp limitantes de uénfermedades y afecciones
relacionadéé cbn NGF incluyen dolor inflamatorio, dolor post-
operatorie, dolor heuropético,'do;or_por fractura, dolor por
articulacién.'éen. gota, heﬁralgia‘fpost—herpética, dolor por
cancer, dolor por':oéteoart;itié fo artritis reumatoide,
ciatica, doig?eé asociados con ériéis de células falciformes,

cefaleas, . .dismencrrea, - endometriosis, dolor

musculoesduelético,.. dolor crénico de espalda baja,



i0

15

20

25

41 -

(G0i52

25 -

fibromialgia,'esguinces,‘dolor'visce;al, gquistes de ovarios,
prostatitis,_.ﬁisfitis{ ;cistitis*;intersticial, dolor por
incisidén, migrarfa, ﬂeuraigia triéemiﬁal, dolor por gquemaduras
v/o heridas;'délor asociadqléoﬁ.ﬁrauma, dolor asociado con
enfermedadéé lmusculoesqueléticag;. espondilitis anguilosante,
patoleogias périarﬁiculares, doib; de metastasis de hueso,
delor de VIH, éritromelalgié'o dolor causadec por pancreatitis
o “piedras en el riﬁéh.' Otros Tejeﬁplos de enfermedades vy
afecciones #élécionadas' con NGf;.incluyen melanoma maligno,
sindrome'déisjogren Y asma,'talfcomo asma no controlade con
hipersensibilidad severa de .vias‘ respiratorias, y tos
intratable. .Las enﬁermedades' y afecciones particularmente
preferidas para tratamiénto'de aéﬁe£do con los metodos de la
invencién iﬁglu?en dolor inflaﬁétorib (preferiblemente dolor
por oStééartritis o értritis' reumatocide), dolor
musculoesﬁueléticq (partiéularméﬁte dolor crénico de espalda
baja), dolor negropé?ico-I fpéiticularmente neurcopatia
diébética), dolor por ééncef y. dolor de metastasis de hueso,
cistitis intersticial/éindrome:_de.'vejiga dolorosa, dolor
asociado'céﬁ prostatitis abaéteriana'crénica, delox asociado
con eﬁdémetriﬁsis y/o fibroides uterino y dolor post-
operateorio. | - ”

Ell_aqticuerpo. se puéde-‘administrar, por ejemplo,
intravenos;menté, subcuféneamente;ipér ejemplo, via una pluma

de inyeccidén o implante subcutdneo), intramuscularmente o
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intra—artidﬁlarmente, aunque’ otfas rutas de administracién
adecuadas se descfiben en la 'pfesente. Preferiblemente, el
anticuerﬁo se adminigtra'aruna dosis en un intervalo de 0.1
mg/kg a 3 mg/kg o a'uné dosis éntun intervalo de 0.1 mg/kg a
30 mg/kg. Eliaﬁticuerpo'se pue@é administrar, por ejemplo, a
una dosis :én ‘un intervélo. desdé aproximadamente 3 upg/kg a
aproximadémenté- 3000 pg)kg, éon, dosificaciones preferidas
incluyendo lOOfpg/kg ¢ 30d pg/kg:”En otras modalidades, el
anticuerpo se admlnlstra a una dOSlS en un intervalo de 0.1
mg/kg a 30 mg/kg, o en un 1ntervalo de 0.1 mg/kg a 20 mg/ kg,
© en un 1nteryalo_de 0.1 mg/kg a 10 mg/kg, o en un intervalo
de 1 mg/%g a:30 H@/kg,.o en un.intervalo de 1 mg/kg a 20
mg/kg o en un 1ntervalo de 1 mg/kg a 10 mg/kg, aungue otras
d051f1cac1ones e 1ntervalos de d051s adecuados se describen
en la presente. Ademés, se puege usar una formulacién de
dosis fijaldel anticuerpé. |

.El éhticuerpo .se puede ‘administrar solo o en
combinacién con uno o hé$ agéntgswfarmacéuticos adicionales.
Por ejemplo, un segﬁnao aéehtgA.férmacéutico, tal como un
agente NSAID, un analge51co l(pér 'ejemplo, un analgésico
opioide), wun . anestésico local, un bloqueo de nervios, un
bloqueé de fénol,' un .énticuerpo " terapéutico, un anti-
convulsivo, uﬁ antifdepfesivo, '-papsaicina topica, un
estereoide o0 | un antivifal} jﬁée. puede administrar en

combinacién con el anticuerpo anti-NGF de la invencién. Los
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segundos aéehtés farmécéutico%l pafticularmente preferidos
para el'tr;tamiento de combinacién con un anticuerpc de la
invenciéﬁ inclﬁyep analgésicos opioides, tal como morfina vy
similares. Otros sggundés 'adenteé'ifarmacéuticos preferidos
para el tratamiento 'dé combinécién‘.incluyen inhibidores de
TrkA e inhibidores de Pfoteina Cinasa'c (PKC) .

EE - una, modalidéd ‘preferida, la invencién
proporéioﬁa uﬁ'método paré.atenuar ¢ inhibir el dolor en un
sujeto, el 'método, dompreﬁde Haﬁﬁinistrar al sujetc un
anticuerpo ant_jL—factbr~ de .crepimiénto nerviosoc (NGF) que
comprende una regién cﬁnstante;Qé-I§G4 humana, en donde la
regidn conétanté de IgG4 -hﬁmapa comprende la secuencia de
aminoidcido de :la, SEC ID -NO: 10, y en donde el anticuerpo
alivia el dolot en.el'sujéﬁb por'ﬁna duracién de al menos
cuatrc a doce semanas (o pdr'alvﬁeﬁos una a doce semanas, o
por al menecs ocho  a doce sémaﬁas; 0 por cuatro a doce
semanas, p.por una- a doce semanas, o por ocho a doce semanas,
o por al menoéluna éemana,.o.por al'menos cuatro semanas, ©
por al menos .5cho -SQQanas? 'Q ~po£iial menos doce semanas)
después de . .la admin;stracién"aé una dos=is Unica del
anticuerpo anti-NGF a uﬁ_ sujeto. Preferiblemente, el
anticuerpp anti;NGF comprende una regién variable de cadena
pesada que cdmprende las - CDRs ';{ 2 y 3 gue tienen las
r

secuencias de amincacido de las SEC ID NOs: 3, 4 vy 5

respectivamente, una reégién variable de cadena ligera que
y N . »



10

15

20

25

- 28

comprende las CDRs i, 2 y. 3 qué.'tienen las. secuencias de
amincécido ”de.'las SEC 1ID NOs;~,61' 5 y 8, respectivamente.
Preferiblgménte[ el anticuerpo anti-NGF comprende una regidn
variable de cédena' pesada que 'gqmprende la secuencia de
am;noécido dé lé SEG'Iﬁ‘NO: 1-y unﬁ-;egién variable de cadena
ligera que comprendella.secueﬁbia-dé aminoacidco de la SEC ID
NQO: 2. Preferiblemente, el dploriéé selecciona del grupo que
consiste_de‘do;ér joleln ostedartritis, dolor crénico de espalda
baja, dolor neﬁropéfico diabétice;_délor por céncer, dolor de
metidstasis ae .hueséi"cis;ifis‘ intersticial, sindrome de
vejiga dolorosa, dolor.aSOCiédd"coﬁ.prostatitis abacteriana
crdnica, dqlér‘ésociado con‘endémé£?iosis, dolor asociado con
fibroides. utepiﬁos y doldr—post—operatorio. Prefefiblemente,
el anticuerpo‘.ahti;NGF .se__admiﬁisﬁra a una dosis en un
intervalo desdé 0.1°a 3 mg/ kg o“a una dosis en un intervalo
desde (.1 mg/ké‘a 30 mg/kg. éféfé?iblemente, el anticuerpo se
administraj‘..'-intravenosamentéA;. o) subcutaneamente.
Preferibleménte, el antiﬁuerﬁo tiene una semivida de
eliminacidén te:mihal en ﬁnfhumanande al menos 10-30 dias {o
al menos 10 dias, o”al-ménos.l5mdiqé[ o al menos 20 dias, o
al menos 25 dias, o al menos 36 dias o en un intervalo de
aproximadaméAte_lO dias a aprﬁkimédamente 40 dias o en un
intervalo de aproximadamenge 15 a aproximadamente 30 dias, o
en un intervaiq de 10 a 401dias o;en el intervalo de 15 a 30

dias) .
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En otra - ﬁpdalidéd " preferida, la invencidn
proporciona un método para atéhuér'g_inhibir una enfermedad o
afeccidn reléciénada con eil féct;r de crecimientc nervioso
(NGF) en,un<sujétd de modo'que-se evita un efecto de rebote
en el sujet0, eI método_chprende‘édministrar al sujeto un
anticuerpo énti—NGF'—que 'cqmpreﬁdg una regidén constante de
IgG4 humana, - én dende | 1la régiéh ‘constante de IgG4 humana
comprende uﬁa ﬁutacién de regiéﬂ bisagra, vy en donde el
anticuerpo fiene una semivida de eliminacién terminal en un
humanc de al.mgnos 10-30 dias (o él:menos 10 dias, o al menos
15 dias, o al menos:ZO-dias, o} EL ménos 25 dias, o al menos
30 dias o éni’un ‘intervalp dé?laproximadamente 10 dias a
aproximadaméﬁté 40 dias o en.ei.ﬁnﬁervalo de aproximadamente
15 a aproximadameﬁtg 30 diés, o en un intervalo de 10 a 40
dias o en el .Antervalo ‘ de 15 a-30 dias), y en donde el
anticuerpo se admi#istfa. a ﬁna_idosificacién y a una
frecuencia de ﬁodo que’ se eviﬁé_ﬁn-efecto de rebote en el
sujeto. Adiéibnalmente o altéfﬁativamente, el anticuerpo
puede exhibir-unalsemivida farhacolégica media en humanos de
al menocs 30 dias; o al ménbéf35 dias, o al menos 40 dias, o
en un intervalo de-al“méhos ;u%#ro a sels semanas (o en un
intervalo dé.cuétro a seis semaﬂasi,'o en un intervalo de al
menos cuatfé é siete semangs'(o.en un intervalo de cuatro a

siete semanas) .o en un ihtervalolde_al menos cuatro a ocho

Semanas (o .en: un intervalo de cuatro a ochoc semanas).
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Preferiblementé, la.regiéh cqnstaﬁte de IgG4 humana comprende
una mutacién eﬁ la'bosidién de aminoicido correspondiente a
la vposicién de aminodcido :lbé_‘de la SEC ID NO: 9.
Preferiblemeﬁte,‘ la serina ,eﬁ';la posicidon de aminoacido
correspondiénﬁe‘a la posicién de' aminoicido 108 de la SEC ID
NO: 9 es mupadé a :proIina. éreferiblemente, la regidn
constante de IgG4 hdﬁana'comp;enae lé secuencia de aminodcido
de la SEC ID NO: 10. Preferibiéﬁénfe, el anticuerpo anti-NGF
comprende Uhé‘regién variable dé'cédena pesada que comprende
las CDRs -1, 2 y 3-qpe tienén las secuencias de aminoacido de
las SEC 1ID .Nbsz. 3, 4 vy '5;_'res§ectivamente, y una regidn
variable de cadena iigerazque.cOﬁpreﬁde las CDRs 1, 2 y 3 que
tienen las Sebuéncias de aminoééid? de las SEC ID NOs: 6, 7 vy
8, respectiﬁaﬁente. Preferibleﬁéﬁte,. el anticuerpo anti-NGF
comprende’ una‘regién variable de_cadena pesada que comprende
la secuencia. de éminoacido:dé la SEC ID NO: 1 y una regiodn
variable de cadena‘ ligéra' qgef éoﬁprende la secuencia de
aminoacido dg.lé SEC ID'NO:.Z.'?;eferiblemente, el anticuerpo
compite'pog_ehlazar al NGF Contun anticuerpo gque comprende
una regién variable deﬂ cadeﬁa_.pesada gue comprende la
secuencia de aminodcido ‘dé 'la SEC ID NO: 1 y una regidn
variable de cadena 1£ge£a"que _ﬁohprende la secuencia de
aminoacido ae.lé SEC ID'NO:'é. ?fefefiblemente, la enfermedad
0 afecciénr.relacipnada con ’NGFj es dolor seleccionado del

grupo que consiste de dolor por osteoartritis, dolor crénico
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de espalda baja,. dolor"neurépéﬁicp diabético, dolor por
cancer, dolor‘de‘metéstasié de hueso, cistitis intersticial,
sindrome de vejiga Holbrésd,_doipr,asociado con prostatitis
abacterianaréréﬁica; dolor asociadé 'con endometriosis, doloxr
asociado ébn fibroides qteiiné y doclor post—-operatorio.
Preferiblémenfe, el,anticuerpo.énti—NGF se administra a una
dosis en un .intervalo deédé‘O.l a3 mg/kg o en un intervalo
desde 0.1 mg/kg a 30.md/kg.'Preféxibiemente, el anticuerpo se
administra iqﬁrévenosaménte o s@#cutéheamente.

En otro _aspecto,_ la ihvencién propcrciona el uso
del antiéuerpq-anti+NGF de la invencién para la manufactura
de un medicamento para :el' ﬁéo hpéré atenuar o inhibir una
enfermedad o afeccién felacionada;pbn NGF en un sujeto. Los
ejemplos no 'limitantés ‘de :.enférmedades 1% afecciones
relacionadas con NGF . .incluyen aquellos descritos
anteriorménte.-Una enferﬁé@ad o afeccidn relacionada con NGF
preferida es'dblor.ﬁPreféribiemgp£é; el dolor se selecciona
del grupo que-_consiété de- do}oi.;por osteoartritis, dolor
crénico de“espalda bajé, dOIOf-péurgpético diabético, dolor
por céncei, dolor dé  -métastasis' de hueso, cistitis
intersficial, éindrdme de vejiga dolorosa, dolor asociadc con
prostatitis 'Vabacteriana. éfénipé;: dolor  asociade  con
endometriosis, dolor asociaao'cgn‘fibroides uterinos y dolor
post-operatqriof

En otro -aspecto,’ la invencidn proporciona el uso
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del anticué?po anti-NGF de,la iﬁvencién para la manufactura
de un medicamehto.para‘el“uso pafa atenuar o inhibir el dolor
en un sujeto; de modo qué el'dolpf.és atenuado o inhibido en
el sujeto por una durécién'de allmenos aproximadamente una
semana a ,aproximadaménte' dbce*‘-semanas, o) al menos
aproximadaﬁénte' cuatro semanas  a aproximadamente  doce
semanas, o .ﬁl - menos -aproximadamente ocho semanas &
aproximadamente’ doce. Seménas'.(onlééﬁ una duracién de una a
dobe semanas, © cuatro é doée'sgménas, u ocho a doce semanas,
o al meno;_una‘seména; o al mggds aos semanas, © al menos
cuatro seménas,'_o. al menos .oqho semanas, o al menos doce
semanas) después,de'la administracidén de una dosis unica del
anticuerpo anti-NGF a un sujeto.._.

En otroc aspecto, -lé";nﬁehcién proporciona el uso
del anticue;po'anti—NGF de 1la inﬁénéién para la manufactura
de un médiéameﬁto- para el uso 'para atenuar o inhibir wuna
enfermedad o éfeccibn reiacionadal_cbn NGF en un sujeto de
modo que se e%ita,fel: efeéto de %ebote en el sujeto. En
particular, el anticuerpo se édmiﬂiétra a una dosificacidn vy
a una frecuehcia de modo qué.se'eéita un efectoc de rebote en
el sujeto, |

En _aﬁn- otros ,aspectOSQQ‘lé invencidén proporciona
moléculas de'ééido nﬁcieico.que codifican las cadenas pesadas
y/o cadenas - ligeras de loé'yéhtiquerpos anti~-NGF de la

invencién, -asi como también vectores (por ejemplo, vectores
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de expresién}‘que compfenden tales vectores, células huésped
que compreﬁden ‘tales vectorés y métodos para expresar los
anticuérpés aﬁtifNGF usando las celulas huésped de 1la
invencidn. |

En otro aspec£o, ia'ipvehdién proporciona un método
para atenuar[o'inhibir.una enfé;médad o afeccidn relacionada
con el facfor_de crecimientd ne;viosb (NGF) en un sujeto de
modo qﬁe ge evita_el efecﬁq de rebote en el sujeto. El método
comprende administrar 2l. sujeto. ﬁﬁ: anticuerpo anti-NGF que
comprende una :egién consténte‘dé_igG4 humana, en donde la
region congtante de 1IgG4 huﬁqné'-comprende una mutacidn
(preferiblémenté una mutacién dé-regién bisagra} y en donde
el anticuerpoltiene'una semivida de‘e1iminacién terminal en
un mono cynomoigus de.gl mepos~15.éias, mas preferiblemente
de al menos 21 dias, y en dénde\éi-énticuerpo se administra a
una dosificaciéﬁ Yy a una ffecuénsia de modo gque se evita el
efecto de ‘rebote’ en e;' sujeto. En otra modalidad, el
anticuerpo tieﬁe‘uné semivida deigliminacién terminal en un
mono cynomoléug en un interyalo‘de-aproximadamente 15 dias a
aproximadamente- 22 dias (o .15§22-'a%as), o un intervalo de
aproximadamehté-IS dias a éprdki&adamente 28 dias (o 15-28
dias), o én'_ﬁn ‘intervaio de . aproximadamente 21 dia a
aproximadamenté.ZS dias {o 21f28 diaé). En ctra modalidad, el
anticuerpo tiené una.sémividé de" eliminacién terminal en una

rata de al menos 8 dias. Ehy”tddavia otra modalidad, el
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anticuerpo tierne una:semivida'Qe'eiiminacién terminal media

en humanos_ﬁe.al menos 10-30 diasn(s al menos 10 dias, o al
menos 15_dias, o al menos 20 dias, o al menos 25 dias, o al
menos 30 dias,ib en un intervalo de éproximadamente 10 dias a

5 aproximadameﬁté:40 diaéf-o en unmiﬁgervalo de aproximadamenﬁe
15 a aproximadamente 30ldias,-o_éﬂ-ﬁn intervalo de 10-40 dias

0 en un_:inﬁervalo de iS—BQ"dias). Adicionalmente o
altern;tiyamenté, el anticherpo . puede exhibir una semivida
farmacolodgica ﬁedia' en humanos dg_ al menos 30 dias, o al

10 menos 35 diaé,.o al'ménOS éd dias, "0 en un intervalo de al
menos cuatro-a:seis.semanas tﬁfén qn intervalo de cuatrc a

seis semanas), 6 en un intépvalo'ﬁe al menocs cuatro a siete

semanas (o én uﬁ intervalo de cuatro a siete semanas) o0 en un

intervalo de al’ ménos . cuatro é”_gcho semanas (o en un

15 intervalo dé | cuath . a _ocho'“‘semanas). Las mutaciones

preferidas inciuyen aquellas. désér;tas anteriormente. Los

anticuerposripréferidos ‘incluyéh;vaquellos que tienen las

secuencias &/Q las propie&ades‘funcionales adicionales como

se describen .qntériormentei,rLos  ejemplos no limitantes de

20 enfermedades vy aféécioﬁes_ reléqiqhadas con NGF incluyen
aquellas descritas anteriormenfé;ﬁ

L& "ipvencién también’ proporciona el usoc del

anticuerpo antifNGf'de 1a invenéién para la manufactura de un

medicamento pafa el uso para -atenuar. o inhibir una enfermedad

25 o afecciédn relacionada‘cdn-NGF en un sujeto de modo que se
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evita un efecto de rebote en el éﬁjeﬁo.

Los'kits que-comp;éﬁdéﬁ un anticuerpo anti-NGF de
la invenciﬁﬂ"témbién se propdféiénan en la presente. Por
ejemplo, -un Riﬁ ﬁuede éoﬁprender e; anticuerpo anti-NGF e
instrucciones dg uso del'ahticuerpo.en el tratamiento de una

enfermedad o afeccién,relacionada'Con NGE.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

"La Figuré 1 es una gréf%ca_que muestra el enlace de
PG110 al factor de crecimiénto nervioso humano (NGF) pero no
al factor neu:otréfico‘ aerivgdéi-de' cerebro humano '(BDNF),
neurotrofiné huﬁana 3 (NT-3) ofﬁeu#otrofina humana 4 (NT-4),
como se deférmina por ELISA: |

"La .Figuga 2h es ﬁna' gréfica que muestra la
inhibicién del- eﬁla;e. de :NGF al ‘receptor de TrkA por el
anticuerpo PG110, comc Qe 'deﬁe?miﬁé por un experimento de
enlace de ligénao radioétiquetadéia‘

La figu;a 2B es una grafica que muestra 1la
inhibicién del- enlace de NGF .ai, receptor de p75"™" por el
anticuerpo PG110, como  se 'dete;mihé por un experimento de
enlace de ligando radioétiqﬁetado,' 

La Figura 3A.es una gréfiéa gue muestra el efecto
inhibitori&i del anticuerpo 'PG110 en la proliferacidén de
células Tf—l eétimulada p6£ el NGF humano.

La Figura 3B es una g;éfiga que muestra el efecto
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inhibitorio del anticuerpo PGL10 .en la
células TF-1 estimulada‘por-el_NGF.de rata.
La Figura 3C 'es una Qrafica que

inhibitoridi del anticuerpo ‘PGliO‘ en la

células TF-1 estimulada por el NGF de ratén.

La Figura 4 .es una grafica que
del tratamiento con anticuerpo PG110 en la

ratas.

CeliC3

proliferacidédn de

muestra el efecto

proliferacidén de

muestra el efecto

piel lesionada en
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La-inVenciQn-pe?teﬁéce‘a"éhticuerpos anti-factor de
crecimiento nervioso que'.,ekhiﬁenA estabilidad in vivo
mejorada, como ‘es evidehciado,:éor_ejemplo, por una semivida
de eliminécién- terminal .ihesperadamente larga en monos
cynomolgug. Los 'anticuefpos de .la - invencidén incluyen una
modificacion  de la . regiéﬁ ‘coggﬁéﬁ;e de IgG4 humana del
anticuerpo, por introdﬁcciéh hde_fqﬁa mutaciédn en la regidn
constante de. IgG4, prefériblemebte‘eﬁ la regidén bisagra de la
regidn cbnétante. |

'Paraj'que " la ?rgsente- invencidén pueda ser mas
facilmente éﬁténdidav 'priméfo- se a&efinen Ciertos términos.
Las definicicnes adicionaies_;sé' describen en toda la

descripciéq detallada.

I. Definiciones.

Los éérminos' “faétbr udé.icrecimiento nervioso” o
“NGF” se usan intercambiabieménte én la presente e incluyen
variantes, isoformas, homélbgoé;;6r£élogos y paralogos. Por
ejemplo, pn'anticuerpo eSpeCifico-paré NGF humano, en ciertos
casos, puede‘A reacbionar . gruzadp_. con NGF de especies
diferentes dé ia humané.nEn 6tras,ﬁodalidades, un anticuerpo
especifico para. NGF humano puéde”éef completamente especifico
para NGE hgméné'y no puede éxhibif especlies u otros tipos de

reactividad cruzada. El término- "NGF humano” se refiere a NGF



10

15

20

25

38

de secuencia humana,lde modé que comprende la secuencia de
aminoécidﬁ de badena de NéE—B humano, la forma precursora del
cual tiene ;eI numero ;dé  acg¢;5i de Genbank NP 002497,
codificado por la secﬁehcia.de pudléétido de numero de acceso
de Genbank NM_002506. La seCueﬁc%é de cadena de NGF~f humano
puede difefir_del_NGF—B huménq de No. de Acceso de Genbank
NP_00249% por fener; por éjemplo,‘suétituciones conservadas o
sustitucioneé. en regiones no cons;£vadas en donde el NGF-§
huhano sustancialmenté tiené la;misma funcién biolégica como
el NGF-Bp humano de No. de'Acéegé'de Genbank NP 002497. El
término “NéF de rata” se refiere al NGF de secuencia de rata,
de modo que coﬁprende la secugncia:dé aminoacide de cadena de
NGF-B de raté,:la formg precﬁ;sora‘del cual tiene el numero
de acceso de. Genbank XE_22%525,”éoaificado por la secuencia
de nucleétidb-dé nﬁmero_de.;CCesé de Genbank XP_227525. El
término fNGF‘ de ratén” se refiere al NGF de secuencia de
rata, de modo‘lque 'comprende la 'gecﬁencia, de aminoacido de
cadena de NanQ de rétén; la forma-precursora del cual tiene
ntmero de acceso del Genbankt NP;03§637, codificado por 1la
secuencia de ‘ﬁhcleétido dé. dﬁméro de acceso de Genbank
NM 013609.

El términé “receptor dé_jka”, como se usa en la
presente, se.refieré‘a.un recépté; dé NGF también conocido en
el arte como'réceptor A de trépéhibsina cinasa y receptor de

tirosina‘cinéSa neurotréfica,tipb 1 (NTRK1l). Las secuencias
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no limitant?s_éjemplares de'reéepfor'de TrkA humana incluyen
las secugnéias de-aminoégido de hﬁmero de acceso de Genbank
NP_001012331 -~ (isoforma 1), NP_002520 (isoforma 2) y
NP_001007793 (isoforma 3)- |

El término “rgceptof'delp55MR”, como se usa en la
presente se'refiere a un fgcept&r de neurotrofina, con un
peso mqlepuiar de aproximgdamenter75 kDa, que enlaza el NGF vy
otras neurotrofinas; el receptor égldescribe en, por ejemplo,
Bothwell, M.‘ (1996T' 3¢ienqe. 222:506—507. Una secuencia no
limitante ejemplar péra el fégébtofl de p75"™ humano es la
secuencia ;dé"éhinoécido dé_ dﬂméro de acceso de Genbank
NP 002498, .codifiéado por' la - éequencia de nucledtido de
nimero de acceéé de CenbankiNM_00250?L

El.téimind-“semividé.dé‘eliminacién terminal”, como
5e usa en la presente .con réépééto.a los anticuerpos anti-
NGF, se refiéie.a la cantidad dé”fiémpo necesaria para que la
concentracién'del énticuerbo, como se mide en el suero de un
sujeto al cuai el'anti¢uerpo se héﬂqdministrado, sea reducida
a la mitad una vez QQe tanto la ébsqicién como redistribuciédn
del anticuerpof se compietan..féﬁéndo se usa un grupo de
sujetos, la'}neqia geométrica &e; lé semivida de eliminaciodn
terminal -en los sﬁjetos sé puede usar como la medida de la
semivida de elimihacién terminal dél.anticuerpo.

ElL té;minoﬁ“semivida féfmaéolégica”, como sSe usa en

la presente'.cén respecto a ios_ anticuerpos anti-NGF, se



10

15

20

25

o
Du@;b

- 40

refiere a la éantidéd.‘promedioﬂ”ae‘ tiempo para mantener el
efecto del:férﬁaco in vivo fMRT'péra efecto del féarmacoc). Se
puede _calcﬁla; Acdmo la _rélaciéﬁ de &rea de la curva de
efecto-tiempo 'de' vélor _basal cérr?gido de primer momento
(AUMEC) vs. éfécto dgi.férma&o éon él tiempo de valor basal
corregido acumﬁlado '(érea baﬁq-”la'_curva de efecto-tiempo,
AUEC), usandd larsiguienterf6rmﬁla;'

AumEc__jE(t)tdt

Semivida Farmacolégica=— =
S . : AUEC fE(t)dt

Cuandé se wusa un .qfﬁpo, de sujetos, la media
geométrica.fdé ,ia semivida farﬁééoiégica. en los sujetos se
puede usar cdmp la medida‘de la semivida farmacolégica del
anticuerpo. |

El términéi.“mutaciép' &e ﬁegién bisagra”, como se
usa en la presente, se-ref;eré'é ﬁna mutacién, tal como una
mutacioén. d§ pﬁnto, sustitucién;;adicién 0 supresidn, en la
regién-bisagré'de ﬁn.domiﬁio coﬁstantg de inmunoglobulina.

El_té;mino “inhibicién” éomo se usa en la presente,
se refiere a éualqﬁier ) diSmiﬁucién estadisticamente
significatifa',ée la 'actividaa :biolégica, incluyendo el
bloqueO'coﬁﬁletQ de la actiVidad. Por ejempleo, “inhibicidn”
puede referirse a- una disminﬁcién de aproximadamente 10%,
20%, 30%, 40%,;56%,_60%,'7b%; 80%, *90%, o 100% de actividad

biologica.
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El términéﬁ_“anticue;pé”; Ql “inmunoglobulina”, como
se usa inteicambiablementé:.:én' . la presénte, ~incluye
antiéuerpoéi‘completos Y cualqﬁféri fragmento de enlace de
antigeno '(es'.decirf “poréién' de gnlace de antigeno”) o
cadenas ﬁnicagldél mismo’qﬁe_retienen la estabilidad in vivo
mejorada descr;ta e;rla.presentéh ﬁn “anticuerpo” comprende
al menos doé'cédenas peéadas (ﬁsuy-dos cadenas ligeras (L)
inter—conedﬁadas por enlaceg'de.disulfuro. Cada cadena pesada
esta comprendida ae una - regién'lva;iable de cadena pesada
(abreviada en la.presenté comb Vy) 'y una regién constante de
cadena pesada. La -regiéﬁ consééhtez de cadena pesada estéa
comprendida de. tres dominios, :éHl; "CHZ y CH3. Cada cadensa
ligera estéA comprendida de 'uné’ regién variable de cadena
ligera (ébreviada en la preséﬁte .como Vi) y una regidn
constante de cadena ligéré.'-La fégién constante de cadena
ligera esta comprendida de Un dQﬁinio, CL. Las regiones Vy vy
Vy se puedén- subdividir -adiéionalmente en regiones de
hipervariaﬁilidad,' llamadas gegiones determinantes de
complemenfariedad' {CDR}, 'interééladas con regilones gue son
mas conservadas} llgmadag regiongsndg armazon (FR). Cada Vg y
Vi, esté compqesta de't?es CDRé_y cﬁatro FRs, arregladas de
amino-térming & carboxi—términd_eh.él siguiente orden: FRI1,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables de
las cadeﬁas péSada'y liéé;a contienen un dominio de enlace

que interactiia con un antigéno. Las regiones constantes de
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los anticuerpoé:pﬁeden_médiérfel enlace de la inmunoglobulina
a los tejidos huéspédes‘§ factorés,.incluyendo varias células
del sistema-inmﬁnitario‘(po: ejémpio; células efectoras) y el
primer comﬁénente {Clq) del'sistéﬁade complemento clasico.
"El ﬁérmiﬁq “anticuerﬁo'monpclonal" cComo sSe usa en
la presente. se -ref;ere' é' un anticuerpo obtenido de una
poblacidén de _antiéueﬁpos 'suét%ﬁcgalmente homogéneos, es
decir, los.;aﬁticuerpds indi%idﬁales gue comprenden la
poblacién tsoﬁ . idénticos 'excebto '~ para mutaciones que
posiblémehte se presentén nafu:almente gue pueden estar
presentes enféantidades ﬁeﬁores.‘Lég anticuerpos monoclonales
son  altamente especificos}_-se;'dirigen centra un sitio
antigénico unico. Ademéé, en céﬁtraste con las preparacicnes
de anticu;rpo : cpnvencionalés (policlonales) las cuales
tipicamenfe inﬁlqyen diféf;ntes anticuerpos dirigidos contra
diferentes fdéterm%nantés ' (ep;£6ées), cada anticuerpo
monoclonal se ‘dirigé .contfa' un.'determinante unicc en el
antigeno. Los_'anticuerbos 'monbglbnéles se pueden preparar
usando cuaiquier técnica recénqcida en el arte, por ejemplo,
un métbdé de hibridoma, como se -describe por Kohler et al.
(1975) Natufe[t 2563495; ﬁn' auiﬁéi transgénice, como se
describe por, por ejemplo, fvér;pbrlejemplo, Lonberg, et al.
(19%4)  Nature 368(6%74):' 85'6"-85;9), métodos de  ADN
recombinanﬁé (ver, . por ejempio,_Paténte de Estados Unidos No.

4,816,567), o. usando bibliotecas de anticuerpos de fagos
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usando las té@nicas desdritasleﬁ, por ejemplo, Clarkson et
al., Nature, 352:624-628 (1991) y Marks et al, J. Mol. Biol,
222:581-597 (1991). VLés ahtiéuerpos monoclonales incluyen
antiéuerpos _qpiméricos; anticue:pos' humanos y anticuerpos
humanizadoéi Yy pueden presenfarse naturalmente o producirse
recombinaﬁtemeﬁtej

El‘términq_“anﬁicuefpomféépmbinante”, se refiere a
los anticue:ppslque se frepéran{-égpfesan, crean o0 alslan por
medio recombinante,.talés como fg)"aﬁticuerpos aislados de un
animal .(pér ~ejemplo, un-.raténJ que es transgénico o
transcfomgsomai para geneé_de inmunodglobulina (por ejemplo,
genes de inmﬁndglobuliha.huhéﬁa)_&jﬁn hibridoma preparado de
estos, (b) _anticuefbos aisla@oé_'de una célula huésped
transformadgupdra expregar el énpicuérpo, por ejemplo, de un
transfecﬁoﬁé,.(d).anticuerpoé aiélados de una biblioteca de
anticuérpo coﬁbinaforial, _recombinante (por ejemplo, que
contiene secﬁenéias.de.gntiéuerpo_hﬁﬁano) usando expresidn en
fages, y (d). anticué?pps ﬁréparaaoé, expresados, creadocs o
aislados pqr'cﬁalquier otro médié que involucra empalme de
secuencias de-gén-de inmuﬁoglobulina {(por ejemplc, genes de
inmunoglobulina. huména) a- otras'Fsécuencias de ADN. Tales
anticuerpos feéombinénﬁes puéden-tener regiones variables vy
constantes derivadasl de’ secﬁehéiaé. de inmunoglobulina de
linea germ;nél‘humana. En éiertag modalidades, sin embargo,

tales anticuerpos ‘humanos recombinantes se pueden someter a
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mutagénes;s' in vivo Yy por cqnéiguiénte las secuencias de
aminoacido deillas 'regipnes VH'.Y 'Vy de los anticuerpos
recombinanteé éon sécﬁgncias.queﬁr$ientras se derivan de vy
relacionan con .las secgenciaé'dévvﬁ y Vy, de linea germinal
humana,.noqpuedén existir ﬁaturaihente dentro del reportero
de linea gefminél de anticuerpo .humano in vivo.

El téfmind anticuerpo o'fiﬁmunoglobulina quimérica”
se refiere a.uﬁa inhun@globpiina=o‘anticuerpo cuyas regiones
variables se derivan de una pf;méralgspecie y cuyas regiones
constantes:sé dérivan de uné:seﬁunaa especie. Los anticuerpos
o inmunqglbbulinas quiﬁéficas - se pueden construir, por
ejemplc por inggniefia genética, é,pértir de segmentos de gen
de_inmunoglobulina qﬁe petteneceﬁ“a diferentes especies.

E1l ~ : término “énficueppo humanizado” o
“inmunoglobuiina‘ humanizada” . sé';£éfiere a un anticuerpo o
inmunoglobuiina que inciuye "al menos una cadena de
inmunoglobulina o antipuerpo huméni;ado (es decir, &l menos
una cadena ligera o'éesada humani;aqé). El término “cadena de

inmunoglobulina’ humanizada” o “cadena de anticuerpo

humanizadof’(és~decir, una “cadeha ligera de inmunoglobulina
humanizada” o‘fcadena pesada de inmgnoglobulina humanizada”)
se refiere a ﬁna'cadena dé.inmunoglobulina o anticuerpo (es
decir, una cadena ligera‘b pesad;p réspectivamente) gue tiene
una regidén va?iable que ,inciﬁyé -una regidén de armazdn

variable sustancialmente de una inmunoglobulina o anticuerpo
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humano vy reqiohes determinégteé;ée complementariedad (CDRs)
(por ejemplb, al menos una'CDR,.éreferiblemente dos CDRs, mas
preferiblemente. : tfes CPRs) ';uétancialmente de una
inmunoglobulina. o) anﬁicuerpé no .humano, y adicicnalmente
incluye regiones conStantes (pé:"ejémplo, al menos una regién
constante Q-pogéién de la ﬁ&sma;:én el caso de una cadena
ligera, vy pfefgfiblementegtfes regiones constantes en el casc
de una cadeﬁa ' péséda).r El .téﬁmino “regién wvariable
humanizada” fp&r ejémplo} fregiéq variable de cadena ligera
humanizada” o “regidn variablé_dé cadena pesada humanizada”)
se refiereyé'uﬂa regién‘variabiévéue incluye una regidén de
armazdn variable 'sustanciélmente de una inmunoglobulina o
anticuerpo .‘huMano Y f region@s determinantes de
complementariedad ::(GDRS), §us§éncialmente de una
inmunoglobulina’ o anticuerpo néfﬁﬁméno.

El‘té%mino “anticuerpé'humano”, como sSe usa en la
presente,: se..proﬁope qﬁe. incluya _anticuerpos que tienen
regiones va;iablés en iaé -cuales. las regiones tanto de
armazédn como CDR se'aeriﬁan de’éétgéncias de inmunoglobulina

de linea germinal humana Como se describe, por ejemplo, por

' 3

Kabat et ai; (Ver Kabat, et al;7(1991) Sequences of proteins
of Immundlogiéal fnterest, FifﬁhlEdition, U.S5. Department of
Health and ,Humaﬁ Serviéeé, 'NIH ;Publication No. 91-3242).
Ademds, si el_antiéuefpd'cbnﬁiéﬁe ﬁna. region constante, la

regién constante también @ se deriva de secuencias de
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inmuncglobulina- de iinea gefm;hal‘ humana. Los anticuerpos
humanos pugdén incluir residuoS'dé'aminoécido no coedificados
por secuencias -de' inmundgiobulina de linea germinal humana
(por ejemplo;. 'mufaciones__ intfod#cidas por mutagénesis
aleatoria o- dé sitio .eSpgcifiéo‘ in vitro o por mutacién
somatica in - Vivo). Sin emﬁapéd; el término ‘“anticuerpo
humano”, cpho' ée usa en la ﬁfeéénte, no se propone que
incluya .ahﬁicuerpbs en-:ios "cuales las secuencias CDR
derivadas de.ia linea germinal dé3qtra especie de mamifero,
tal como un ratén, éé han Lnjerfadoien secuencias de armazén
humanas. | |

Uh. “énticuerpo aislédo;,' como se usa en la
presente, se p;opdng quelsé refiera a un anticuerpo el cual
esté sustanc;a%ménte librei de otros anticuerpos que tienen
diferentes especifiéidadés. anﬁigénicas (por ejemplo, un
anticuerpo aislado que--especifiéémente enlaza a NGF esta
sustancialméﬁte_ libre de antiﬁﬁerpos que especificamente
enlazan antigenos-diferentes dé NGF) . Ademas, un anticuerpo
aislado tipicémeﬁte estéi sustancialmente libre de otro
material celular y/o‘quimicos:  |

Comé ée usa én la ;&ésgﬁte, los términos “enlace
especifico%é “especificameqte eniaza”, “enlace selectivo”, vy
“selectivamenﬁe. enlaza”, siqnif;caq dque un anticuexpo o
porcién de enlacé de . antigeno der mismo, exhibe afinidad

apreciable para un- éntigén@v_o.'epitope particular v,

3
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generalmente, no exhibe\reaCti?iéad-éruzada significativa con
otros antigéﬁog_o epitépesw “Aéreciéble” o enlace preferido
incluye el:énlace con una afinidéd de al menos 109, 107, 108,
10° Ml o 10 ;Mﬂn Las afinidades mayores de 107 M7%,
preferiblemente* mayores ﬁe ios’miiison mas preferidas. Los
valores inte;medios 7dé aqﬁello§' déscritos en la presente
también se proponen péra esta?_*dehtro del alcance de la
presente iﬁvencién y una .afinidad de enlace preferida se
puede indicarchmo un-in£grvalo de afinidades, por ejemplo,
10° a 10" M1, _prefe;ribl'éme_r_u_t'é"" 107 a 10" M7, mas
pr‘eferiblemen_teblo8 a iOm ML Uﬂ.anticuerpo que “no exhibe
reactividaq_cruzada sigﬁifidatiﬁaﬁ“eé uno que apreciablemente
no enlaiafé a2 una entidad. indeseable (por ejemplo, una
entidad proteihécea indéseable); El enlace especifico o
selectivo se'pﬁede determinar de“ééﬁerdo con cualquier medio
reéonocido en el arté.para aete;minér tal enlace, incluyendo,
por ejemplg,- dé acuerdo con él,uanélisis de Scatchard y/o
ensayos de'énlaée competitiVO.

El ﬁérmind “Kp” .como  se usa en la presente, se
propone paré éeferirsé -a- la -cqnétante de equilibric de
disociacidén de una infe;acciéﬁ'ahfiéuerpo—antigeno particular
o la afiniﬂad de un antiéqerﬁa upara un antigeno. En una
modalidad, el-aﬁticuerpo de'acuerdo con la presente invencidn
enlaza un antigéno (por ejemplo, NQE).con una afinidad (Kg) de

aproximadamente 100 pM o menos- (es decir, o mejor) {(por
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ejemplo, apréximadamente‘ 90 -bM 6T'aproximadamente g0 pM o

aproximadamente 70 - pM o aproximadamente 60 pi o)
aproximadamente = 50 M ‘© :apxoiimadamente 40 pM o)
aproximadamente - 30 pM), como se mide usando un ensayoc de

resonancié de.blaﬁmén de‘égperficie O un ensayo de enlace de
células. En ﬁna mod@lidaé prefe:}&é; el anticuerpo enlaza el
NGF con una‘af;nidad (ng eh uq:iﬁﬁérvalo de aproximadamente
25-35 pM.

El término “Kass”y ﬁomq se usa en la presente, se
proponé para -referirse .a‘ la constante de velocidad de
asociacién péfé:la asoéiacién'de\uﬁranticuerpo en el complejo
de-anticuerpo/antigeno.

E%-téfmino “Kaias” s coﬁq”se.usa en la presente, se
propcne -péra referirse @ la. constante de velocidad de
disociacibn pafé la'disoqiacién de:uﬁ anticuerpo del complejo
de anticuerpd/aﬁtigeno;‘

El,ltérmino “ICs0”, éOmp"sé usa en la presente, se
refiere a la céncentracién-de‘un“anticuerpo gue inhibe una
respuesta, ya-séa en un ensayo in vitfo 0 in viveo, a un nivel
que es 50% de‘ia-réspﬁesta inhibipofia maxima, es decir, 1la
mitad entre ‘la. respheéﬁa* inhibitofia_ maxima y la respuesta
sin tratar.

El ;término “molécﬁla ”dén'écido nucleico”, como se
usa en la pfeseﬁte se propéne qué incluye moléculas de ADN y

moleculas de ARN. Una molécula de é&cido nucleico puede ser
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ADN dercédena;ﬁnica'o d&b;e cadena, ' pero preferiblemente es
de doble cadeﬁa. El ‘términb ?méiécula de acide nucleico
aislada”, como se usa én lalprésehté con referencia a acidos
nucleicos que. Codifican.anticueippé‘é porciones de anticuerpo
(por ejehpio, Vi, Vi, CDRE)-qﬁe enlazan a NGF, se propone para
referirse a uﬁa molécula de acido nucleico en la cual las
secuencias de :nucleétido -qﬁe ,cédifican el anticuerpo o
porcion de anticuerpo estéh 'libfeé de otras secuencias de
nucledtido qque"codifican ahtiéuefpog que enlazan antigenos
diferentég  de NGF, lasi otras: éeéuencias pueden flanguear
naturalmente el‘écidb nuc;eico‘en'QDN'genémico humano.
El.término‘“éperativamenté enlazado” se refiere a
una secuencia de écidg 'nucléiCo‘véolocada en una relacién
funcional cen 6ﬁra secuenciéldé'ééido nucleice. Por ejemplo,
el ADN pard upé secuencia seflal o secuencia lider secretora
es operativaméﬂte eﬁlazado-a ADN pa£a un polipéptido si se
expresa comd uﬁa prépﬁoteipa que ﬁarticipa en la secrecidén
del pclipéptidd; un promotor“qfﬁneﬁgrador es operativamente
enlazado a' ﬁﬁa secuencia 'Coaificante si afecta la
transcripcién'.ae la secuéncia; ¢ un sitio de enlace de
ribosoma es__.operétivamente eﬁlaéado a una secuencia
codificante siA se bosiciona pa&q facilitar la traduccién.
Generalmente,’ “operativamente._éhlazado" significa gue las
secuencias;dé'th gque se enlazaﬁ"son contiguas, y, en el caso

de lider. secretora, contigua 'y en fase de lectura. 8Sin
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embargo, 1los  méonadores_ no tienen que ser contiguos. El
enlace se reéiiza .por ,ligacién‘¥ep- sitics de restriccidn
convenientes:-éi taieg_Sit%og-ﬂb‘existen, los enlazantes o
adaptadores "dé oligonucleé£idbﬁ ‘sintéticos se usan de
conformidad'éon la practicé_coﬁvégbional. Un acido nucleico
es “operatiﬁameﬁte'enlazadoh cuando se coloca en una relacidn
funcional con-qtra secﬁencia de écidé nucleico. Por ejemplo,
un. promotor o mejorador es opérativamente enlazado a una
secuencia chificante .81 afé¢£é  la transcripcién de la
secuencia.]’éoh respecto’ a .lé';sécuencias regulaterias de
transcripcién)_.opérativaﬁeﬁte :enlazado significa que 1las
secuencias dgiADN que_se;ehlazan:sqn contiguas y, donde sea
necesario unir doé  regiones-“bodﬁficantes de proteinas,
contiguas y en cuadro de.le;tﬁfé:nPara secuencias de cambio,
operativaméﬁfé‘enlazado indica éﬁé las secuencias son capaces
de efectuar lé-;ecémbinaci@n de;cambip.

El,té;mino “Vectoﬁ”y'comOjse usa en la presente, se
propecne para referifse a'una molécUlé de &cido nucleico capaz
de transporﬁai btro acido nucleico al cual se ha enlazado. Un
tipe de - véétor es un “plésmido;, el cual se refiere a un
bucle 'de ADN'.de- cadena dobie'.ci;cular en el cual los
segmentos defADN.adicioﬁalésfse pueden ligar. Otro tipo de
vector es un vecto? virél; eh'tdonée los segmentos de ADN
adicionales  $ef_pueden " ligar én_,el genoma viral. Ciertos

.

vectores son capaces de replicacidén autdnoma en una célula
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huésped,‘enylla -cual se iﬁtrodutén l(por ejemplo, wvectores
bacterianos.quevtiénen un_érigen-bacteriano de replicacidn vy
vectores de mamifero ebiéomal). dtrgé vectores (por ejemplo,
vectores de mamifero no episomal) se pueden integrar en el
genoma de una éélula huésped éncia'introduccién en la célula
huésped, y?sé'réplican junto cort él genoma huésped. Ademas,
ciertos vectores son capaceé de dirigir la expresidén de genes
a los cuales.Selenlazan-operatiQamente. Tales wvectores son
referidos en 1la ﬁ;esehte _coﬁq .“vectores de expresidn
recombinante” (o simplementg,“f;%eétores de expresién”). En
general, ld$l§é¢tores de expresiéﬁ de utilidad en técnicas de
ADN recombinénte' estan -frecﬁentemgnte en la forma de
pléasmidos. LQsﬁtérminos “piésmido””y “vector” se pueden usar
intercambiablemente.'Sih émba:go;'la.invencién Se propone que
incluya otraé ‘formas de vectbfesu.de expresidn, tales como
vectores ﬁirales (por ‘ejgmplo,' retrovirus de replicaciédn
defectuosa, adeﬁovirus y'virus.édeno—asociados), los cuales
sirven como fUnciéne; equivélehtesf'

El térmiﬁo ‘ “célula  -huésped recombinante” (o
simplemente-fééiula huésped”), éomé_Se usa en la presente, se
propone pafé referirse a una'célﬁla en la cual un vector de
expresién recombinante selha iﬁtﬁoducido. Se deber& entender
que tales términos se prépéneh pafé'referirse nc solamente a
la célula objeto particﬁlar'sino_a‘lé progenie de tal célulsz.

Debidoe a que . pueden ocurrir ciertas modificaciones en

v
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generaciones"sﬁbsiguientes _debiao_'a. influencias vya sea de
mutacién,ojaﬁbientales, tal proééﬁie noe puede, en efecto, ser
idéntica a la qélui; progeﬁitora; pero aun se incluyen dentro
del alcance dé} términO'“éélula huésped” como se usa en 1la
presente. -

Losltérminos “tiatar”['“#ratando”, vy “tratamiento”,
como  se ﬁsaﬁ. en la 'presenéé, se refieren a medidas
terapéuticas o pfeventivas deéc;itas en 1la presente. Los
métodos de ,“traﬁamiento” .emplean”fia administracidén, a un
sujeto, de un anticuérﬁo ‘dg .ia ,?resente invencidn, por
ejemplo, un“sﬁjeto que tienen qﬁa' enfermedad o afeccidn
relacionadéicon_NGF, para prévenirf curar, retardar, reducir
la sevefidad.'de, o aliviar —ﬁno ©0 mas sintomas de la
enfermedad o.afecciéq.

El término-“énfermeqédio-éfeccién relacionada con
NGF”, como ée.uga en la‘presenté; se'refiere a enfermedades vy
afeccionésjén las guales la écti;idad de NGF estd involucrada
con, o‘aéociada-conr o .media o bromueve une ¢ mas sintomas de
la enfermedad'oiafecqién.i )

Como se usa len ia-_preSgnte, el término “sujeto”
incluye cualquier humano o anima;.no'humano. En una modalidad
particular,  el -sujeto eé unn humane. El término “animal no
humano” iﬁcluyé'tpdos losHYertebrados, por ejemplo, mamiferos
Yy no mamiferds,:tales cOﬁo pfimageéyno humanos, oveja, perro,

vaca, pollos,ranfibios, reptiles, . .etc.
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Como .se usa én_lé pfeseqté, el teérmino “efecto de
rebote” se :efiere a lé eficaéia\disminuida de los agentes
secuestréntés_de NGF, tal como un anticuerpo anti-NGF, que se
presenta .en ﬁn.‘sujeto dgspués -de - un periode inicial de
efectividad deépués..dé ia ddmiqiéfﬁacién inica o repetida.
Por ejemplo, el tratémieﬁto.\;dﬁ' un anticuerpo anti-NGF
inicialmente .puede aliviar el dblpr,.por ejemplo, debido a la
inflamaciéﬁ‘o dafio del nervié u btra‘etiologia, que luego es
seguidb éor uﬁ’péribdo dé_eficacia analgésica disminuida en
la cual el dolor a,la'lar§a l;¢g;ta ser tan intensa o mas
in£ensa gue antes del trétamieﬁté. En otro ejemplo, un
anticuerpoﬁgnti-NGF pueae ekhibi;}uné efectividad inicial en
un sujeto-' por aun pe;iodé _ de tiempo después de la
administracién ﬁnica o'repetida,’?al como un periodo de una
semang despuéside la édminiétraciéa (por ejemplo, dias 1-7
después de la admipistraciénf;_qﬁe.luego es seguido por un
periodo de eficacia disminuida,‘tai';omo por un periodo desde
1-2 semanas'después de la administracidén (por ejemplo, dias
7-14 después de la édministraciédxi Este periodo de “rebote”
se puede seéuiL por'uﬁ periédowdé recuperacién de eficacia
del anticuerpoc énti-NGF: Por éjeﬁﬁl&n puede existir un perfil
bifésico.dg'anéigesia despﬁés deula administracidén unica o
repetida de'un_énticuerpo,énti—NGF, con un periode intermedio
de eficacia redﬁcidé o‘sensacién deudolor aun exagerada. Este

efecto de rebote se"puedé valorar, por ejemplo, en estudios
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clinicos de doior, modélés-eﬁﬁer;ﬁéﬂtales de dolor y/u otros
modelos de eficacia anti—NGf;'Egté_éfecto de rebote se puede
asociar coqf-por ejempl&, ddlorﬁgnbrémentado en el sujeto y/o
eventos aaversOs . incrementédqs (tales como sensaciones
anormaies, que.Varian desde'alodinia'a disestesia, parestesia
e hiper- o hipéestesia) duraﬁte.e;‘éeriodo de rebote. ZAungue
no se pretende que séa limitédqyﬁof el mecanismo, el efecto
de rebote puede”ser causado'porlLd'egpresién alterada de NGF,
expresiéq élteradavdel receéptor. de TrkA o p75 o sefializaciédn
O cualguier btfb meéanismo‘qge resp;ﬁa en eficacia disminuida
temporal desbués de:1a administraqién tnica o repetida de un
anti~NGF después de uh periodo iniéiél de eficacia.

Vafioél aspectos dé_ la';iﬁvencién se describen con

detalle adicional en las siguientes subsecciones.

II. Anticuerpos de la Invencidn ™ .

A.  Estabilidad In Vivo Méjorada

Los " anticuerpos ianti4ﬁGF de la invencién se
caracterizaﬁ ppf-téner eétébilidad in vive mejorada, comoc es
evidenciado pd; ‘la. semivida de .eliminacién terminal larga
observada in vivo. Aﬁnqué no se‘p;opone gque sea limitado por
el mecanismo, :se piensa quéA ia‘ semivida de eliminacién
terminal‘extéhdida del anticuer?bfrésulta de una velocidad de
depuracidn redpcida deli.éntiCUerpo mas réapida que de un

incremento del volumen de distribucién del anticuerpo. Los
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anticuerpos dé'la ihvenqién comprenden una regién constante
de IgG4 huﬁané que’ épmprénde uuna: mutacién. Una mutacidn
preferida es una mutééién dé ngién.bisagra. Preferiblemente,
la mutacién:de fegién bisagfa cémp&ende la mutacidén de serina
en la poqicién de aminoécidb 108 de lé SEC ID NO: 9 (en donde
la SEC 1ID NQ£  9 muestra la _secﬁgnéia, de aminodcido de la
regidn consfaﬂte dé-‘IgG4 .humana' tipe silvestre). Mas
preferiblemente, la ﬁutacién ﬁe“?eéién bisagra comprende la
mutacién‘degla éerina en la'poéi6£én de aminodcido 108 de la
SEC ID NO: 9 a_ﬁrolina. En una médalidad preferida, la regidn
constante de IQCQ‘hﬁmanaccmprendé_lé secuencia de aminoacido
de la SEC ID NO: 10.° |

Un'aﬁticuerpo|anti—NGF'dé_la invencién exhibe una
semivida de‘elihinacién‘tefminél'gnesperadamente larga, tal
come  una éemiﬁida de eiiminacién terminal en un mono
cyncmolgus de ql'meﬁos 15 dias y.tiéicamente en el intervalo
de aproximadamente '15 a aproxiﬁadgmente 22 dias (o en un
intervalo de : 15-22 . dias);>:“qA .en un intervalo de
aproximadaMéﬁtéI15 dias a aprogiﬁaaamente 28 dias (o en un
intervalo de 15528-Qias)-o.en un intervalo de aproximadamente
21 dias a ap;o%;médamente ZBVdias.fQ en un intervalec de 21-28
dias). Este anticueQPO'éhti-NGFHEStébilizado también exhibe
una semivida de eliminacién_téfﬁigéL en ratas de al menos 8
dias, tipiﬁaménte en el intefﬁélo de aproximadamente 8 a

aproximadamente 9 dias (o en un intervalo de 8-9 dias). Como
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se describercénldetalle en.el Ejemplo 4, PG110, un anticuerpo
anti-NGF de la”invencién; exhibe‘unglsemivida de eliminacién
terminal media en ﬁbnos' cynomoigpsi de al menos 15 dias vy
tipicamente 'més larga. . Por ‘eﬂéﬁb;b,, en un estudio de mono
cynomolgusg'ée bbservé una semifida de eliminacidn terminal
media en -un in;ervélo devaﬁroximadamente 15 2 aproximadamente
22 dias. Ademég,'el PG;lO éxhibeluna semivida de eliminacidn
terminal media éﬁ.' iatas‘ Qe f aproximadamente 8 a
aproximadaméntéf9 dias.-Aén_adiéiéﬁalmente, como se conoce en
el arte.qdé.la‘semivida de-eliﬁinacién terminal de IgG en
humanos es apquimé@amgnte dos ﬁéces.que la de los monos, se
predijo gque jlbs .anticuerpéS{'anti#NGF de la invencidn, tal
comc PG110Q, tendréh, $eﬁivida iae _éliminacién terminal en
humanos de ai :menos 10-30 _diaé; :5 ‘al menos 10 dias, o al
menos 15 diés; 0 al menos 20'diaé,‘0-al menos 25 dias, o mas
preferiblémentg,al.menos'30 dias © al menos 40 dias, o en un
intervalo de’ aprgximadamenfé 10 dias a aproximadamente 40
dias (o en un inter%alé ée‘1054§-diés) o en un intervalo de
aproximadaméq#ef_15 a 'aproximéaaﬁeﬁte 30 dias (o en un
intervalo éé 15-30 dias). Adiciohalmente o alternativamente,
el anticﬁerpofpuede.exhibir uné.semivida farmacoldgica media
en humanos de 'al menos GG‘dias,wé'al menos 35 dias, o al
menos 40 dias, .o en un intéryalq'de al mencs cuatro a seis
semanas (o en un intervalo de cﬁétro'a seis semanas), © en un

intervalo de al menos cuatro a siete semanas (o en un
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intervalo dé cuatro a siete seméﬁas).o en un intervalo de al
menos cuatro a_ocﬁq semanas (o en un intervalo de cuatro a
ocho semanas¥.¢C§mo se,déséribe adicionalmente en el Ejemplo
8, se ha mostrado qﬁe ﬁn.antiguéfpo;anti—NGF de la invencidn
tiene una sémivida farmacolégiba, media en humanos en los
intervalos:ﬁenéionados aﬁfes.:

‘lLa éemivida de élimiﬁéqién terminal para PG11i0 en
monos cynomolgus es -considérabléménte maés larga que la
semivida que se ha ‘répdrtadéj en el arte para otros
anticuerpos - gei_IgG4 en monos féynomblgus. Por ejemplo, una
semivida'déiaproximadamehte 40—95 horas (aproximacdamente 1.6-
3.8 diasf en mbno; cynomoigus sé.ha reportado para CDP571, un
anticuerpo énti—TNF’de'IgG4 (ver ngphens, S. et al. (1995)
Immunol. §§:568—674); ~De maneraf similar, una semivida de
aproximadamente-S dias'en monds,tyﬁomolgus se ha reportado
para nataliéumab,.un anticuérpc anti-integrina de IgG4 (ver
Refusal bHMP :Assessmenti Report -.for Natalizumab, European
Medicines Aéedcy, _Lohdén, 'iS_”ﬁéﬁember 2007, Doc. Ref.
EMEA/CHMP/8203/2008) . |

Uga mutacién Ae régién’biéagra preferida wusada en
la inveﬁcién . @5 una mutaciénl de serina a prolina en la
posicidn iOB eﬁ'la SEC IDVNO; 9. Estad mutacidén previamente se
ha descrito ‘éni el arte ;(&ei; Angéi; S. et al. (1993) Mol.
Immunol. 30;105—108)7 % .repq;tédb gue ha abolide la

heterogeneidad ‘de las molééulas_-ae IgG4, en particular la
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formacién de medios anticuerpéé  que contienen una cadena
pesada ﬁniéé'y una cadena ligefé;ﬁnica. Por consiguiente, la
sustitucidn de_‘uﬂ _amindécido 'd%fe;ente de prolina en la
posicién 108 de ia SEC ID:NO: 9 también es abarcada por la
invencidn, en donde—la Sﬁstituciéﬁ légra el mismo efecto como
la mutaciéh. de Ser 'a Pro:‘eﬂ 'la  eliminacién de la
heterogenefaad._de la molécular'de IgG4 (por ejempleo, la
formacién de Zmedios anticuefpos).. La capacidad de una
mutacién en la1p§siqién‘168'para'éliminar la heterogeneidad
de la molécula de I§G4‘se puedeivalgrar como se describe en
Angal et al. k1é93), supra.

Aéemés de, o alterhati%o a, la modificacidén en la
posicién‘108 de‘la.SEC iD NO:-éJ se ha descrito gue otras
nmutaciones derEgién‘bisagré'de ;géfmejoran la afinidad de 1la
interaccién de FcRn—IgG; reéultandq'en una semivida extendida
para la IgG modificada: Los-ejémploé de tales modificaciones
adicionalegio_alternativas.ihcluyen mutaciones en uno © mas
residuos -de fegién- conétante de IgG correspondientes a:
Thr250, Met252, Ser254, Thr256, ' Thr307, Glul0s, Metd2s,

His433 vy/o Asn434  (como se .dESCIibe adicionalmente en

Shields, R.L. et al. (2001) J. ‘Biol. Chem. 276:6591-6604;

Petkova,' S;B. et al. (2006)  Int. Immunol. 18:1759-1769;

Hinton, P.R. et al. (2004) J. -Bicl. Chem. 79:6213-6216;

Kamei, D.T. et al.. (2005) Biotechnol. Bioeng. 92:748-760;

Vaccaro, C. et al. (2005) Nature. Biotechnol. 23:1283-1288;
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Hinton, B.R. et al. (2006) J.'mmuhpi. 176:346-356) .

Aﬁn.adicionalﬁente}altefnafivo a las mutaciones de
regidn biéagra} .se han- .desérito otras modificaciones
estabiiizantes de la regién_constante de IgG4. Por ejemplo,
en otras modélidades; ia.mﬁtacién:&e la regidén constante de
Igé4 humana,comprendé‘la suétituciéﬂ de la regidén CH3 de IgG4
con una regién.CHB de IgGl, lé,éhséitucién de las regiones
CHZ2 vy CﬁSIlde IgG4 con lds regioneé CHZ y CH3 de IgGl o
sustitucidn dé.la afginina en la“pdsicién 409 de la regidn
constante de.IéG4 (delacuérdo_con ia numeracién Kabat) con
una lisina, como se desgribe édiéioﬁalmente en la Publicacién
de Patente”de fstados Unidb; 200é0063635. En todavia otras
modalidades; lé mutacién de la regién constante de IgG4
humana comprende'la-sﬁstitucién de ﬁrg409, Phed(d5 o Lys370
(de acuerdo éoﬁ'la nﬁméraciQnVKabats; tal como la sustitucidn
de Arg408 con Lys, Ala, Thr,‘Meflo';eu, o la sustitucién de
Phe(45 copv. Alé, Val, Giy "o-“Leu, como se describe
adicionalmeﬁte_én la Publicéciéh PCT WO 2008/145142.

Una @utacién deseada ée._buede introducir en el
dominio de ‘reéién"constante &g- IgG4 humana usando las
técnicas estahdéres de ADN reéémﬁiﬁante, tal como mutagénesis
dirigida al‘éitio o mutagénesié'hédiada por PCR de un Aacido
nucleico -qué 'godifica la..regién constante de IgG4 humana.
Ademés, el ADN. que cédifiba_-una‘w:egién variable de cadena

pesada de anticuerpo se puede introducir en un vector de
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expresidn qué Eodificé;una.fegién éonstante de IgG4 humana
mutada de modo. que la reéién,1vériable y regidn constante
llegan a ser o?érativamente eniazédas,'para crear el vector
que codificé una cadena peéada de inmunoglobulina de longitud
completa en ‘lé “cual la -regién “c6nstante es una regidn
constante de‘Igéé humaﬁa mutada.wEl'vector de expresién luego
se puede . usar para expfeséf".la cadena pesada de
inmunoglobqlina.‘ de longitud'h ;ompleta usando métodos
estandares ldg .eXpresiéﬁ " de -ﬁroteina recombinante. Por
ejemplo, un _éﬂticuérpb _anﬁifNGF'th. lz invencidén se puede
construir cémo. se 'déscribg. con detalle adicional en el
Ejemplo 1. | |

Lal'vida media ﬁe eliminacién terminal de un
anticuerpo $e pﬁede determinar'usando metodos estandares en
el arte. Por:_ejemplo, -déspués  @¢1 la administracién del
anticuerpc a un sujéfo-(por,ejemp;o? un mono cynomolgus, una
rata SpragUe;D;wley), -las 'mﬁégfﬁas de sangre se pueden
obtener  en 'vérios puntos .témﬁorales después de la
administracién.y lé‘concenfracién del anticuerpo en el suero
de 1las muestrég ‘de sangré_lse pﬁede determinar usando una
técnica conocida en’él‘afte paré'deferminar la concentracidn
de anticuerpd (tal como ﬁn_ensé?Q'ELISA). El cédlculo de 1la
semivida: térﬁinal del anticuefﬁs se puede realizar usando
métodos farmécociﬁéticos"cpnocidps,_ poer ejemplo usando un

sistema de computadora y software ‘disefiado para calcular los



10

15

20

25

.y

Golaes

61

parametros farmacocinéticos  (un ejgmplo no limitante del cual
es el SNBL USA Pharmacokinetics“Analysis System con software

WinNenlin) .

_B; .Régiones Variables de Anticuerpo

Las '%egioﬁeé va:iables ”qé anticuerpo preferidas
para el uso én él aﬁﬁicuérpp antijNGF de la invencién son las
regiones variaﬁles de cadena“begéda,y ligera del anticuerpo
PG110. La ffégién variable .de"@édena pesada de PGl10 se
muestra en la_SEC-ID NOL‘l y 'la regidn variable de cadena
ligera de EGi;O' se ;muestra eﬁu;;a SEC ID NO: 2. Por
consigulente, en uné_modélidad,'él énticuerpo anti-NGF de la
invencién cdmpﬁénde una-regiéﬁ‘§é;iable de cadena pesada gque
comprende Ia“se;uencia de aminaééiao de la SEC ID NO: 1. En
otra modalidad, éL anticﬁerpb' anti-NGF de la invencion
comprende una ;egién variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de amiﬁoétiﬁo-de iéfsﬁc ID NO: 2. En todavia
otra modalidédk el anticuerﬁéﬁ énti—NGF de la invencién
comprende ﬁhé-regién variable &é;cadena pesada gue comprende
la secuericia de aﬁihoécido de ia'SEC ID NO: 1 vy una regiodn
variable de,'éédéna ligéré- que comprende la secuencia de
amincéacido de 1la SEC'ID‘Nb:'z._‘.. |

La $e§uencia de aminoéciﬁo'de longitud completa de
la cadena ﬁeséda de PGllO.(regiénes variables y constantes)

se muestra en 'la SEC ID NO: 13. Esta cadena pesada se puede
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preparar de una_cadgna pesada précur;ora, la cual incluye una
secuencia lidég o sefial, "tal como-la secuencia de aminoacido
mostrada en la-SEC ib NO; 12._Lé‘cadena pesada precursora de
la SEC ID NO: i2 se codifica pruia-secuencia de nucledtido
mostrada-eh!iéisEC ID NO:‘ll.' N

" La secueﬁqia de'amindéc;do.de longitud completa de
la cadena lige;a.de PGlIO'(regiohES variables y constantes)
se’ muestra en la SEC IDINO:'lﬁiiEsté cadena ligera se puede
preparar de uha cadena ligera pfecﬁrsora, la ceval incluye una
secuencia iidér_o seﬁal[_tal'comé la secuencia de amino&cido
mostrada en la .SEC ID NO% 15. ia_cadena ligera precurscra de
la SEC ID NOE'15.se.codifica por ‘la secuencia de nucleétido
mostrada en la SEC ID NO: 14.

Po;.cénsiguiehte,-enfptra'modalidad, la invencién
proporcionSiun an;icuerpo anti—NéF que comprende una cadena
pesada qﬁe comprende la éécueneia.de-aminoécido de la SEC ID
NC: 13, en dende el.antiquerpd t}eﬁéiuna semivida en suero en
un mono cynomolgus de‘ai menos l5fdias. En otra modalidad, la
semivida en suerc en ﬁn mono‘pynomblgus puede estar en un
intervalo Ae aproximadamenté 15 dias a aproximadamente 22
dias (o én un.intervalo dé.15—22 dias). En otras modalidades,
la semivida én:suerq.eh ﬁna fétangﬁéde ser al menos 8 dias o
en.un intervalo de apfogimadamepté 8.dias a aproximadamente 9
dias (o en cun - intervélo de ‘879‘ dias). En todavia otras

modalidades, la semivida en suero en un humano puede ser al
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mencs IO—BOiéias, o al menos ld aias, 0 al menos 15 dias, o
al mencs 20 dias, 6.al‘menos 25'dias{ o al menos 30 dias o al
menos 40 dias o én un intefvalo de’ aproximadamente 10 dias a
aproximadamente‘40 éias {o-en ug.infervalo de 10-40 dias) o
en un interﬁéld de apfoximadaménté-lS a aproximadamente 30
dias (o eﬁi un intervalo ge‘ 15;30 dias). Adicionalmente o
alternatiﬁameﬁte, .el anticuerpé puede exhibir una semivida
farmacoldgica media en huﬁanbs dé ‘al menos 30 dias, o al
menos 35 dias, o ai menos doudiésp‘o en un intervalo de al
nmenos cuatr§ a-seis seﬁanasr(d;en un intervalo de cuatro a
sels semanéé), O en un intefvala de al menos cuatro a siete
semanas (o en un intervalé de cﬁétro.a slete semanas) o en un
intervalo de al menos :cdatro‘ a ‘ocho semanas (¢ en un
intervalo de cuatro: é ocho‘_semépés). Preferiblemente, la
cadena pesada se codifica por ia'seéuencia de nucledtido de
la SEC IDj-NQ:- il. Preferiblemente, la cadena ligera del
anticuerp& comprende la éequencia.de-aminoécido de la SEC ID
NO: 16. Prefériblemgnte,ila'éédepaTiigera se codifica por la
secuencia de nugleétido‘de la SEC,iD'ﬁO: 14,

En .todavia otfa mddalidﬁd,'la invencidén proporciona
un antiéueipo anti-NGF que éomprendé una cadena pesada gue
compreﬁdé ia éécuenéia dé amino&dcidd de la SEC ID NO: 13 y
una cadena liéeia que éompréﬁae Lalgecuencia de aminocacido de
la SEC ID NO: 16. |

En -todavia otra mddalid@d, la invencién proporciona
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un anticuerpo anti-NGF que-56mprende la cadena pesada
codificadafpef la secuencia-de”ﬁucleétido de la SEC ID NO:
11, y una cédéné ligera codificada por la secuencia de
nucledtido de'la SEC ID NO: .14,

Dado que -la ‘eépecificidadi de enlace de PGll0 se
proporciona‘ .‘bor las régigﬁee determinantes de
complementéﬁiedad (CDRs) _del  aominio variable, en  otra
modalidad, un anticuerpo anti—NGE de la invencién comprende
las CDRs de,lé:cédena_péséda'de PG110, la cadena ligera de
PG110 o ambas. Las éDRs'de cadené pe§ada 1, 2 v 3 de PG110 se
muestran enliaé.SEC ID NOs: 2{4;y'5, respectivamente. Las
CDRs de "cadena ligera 1, 2 y 3 de PGL10 se muestran en las
SEC ID NOs: 6;-? y .8, reSpectivémente. Por consiguiente, en
una modalidad# el _anticﬁerpo anti-NGF de 1la invencién
comprende una regién-vériable-de;éadena pesada que comprende
CDRs 1, 2 y.3 éue tienen las sééuendias de aminodcido de las
SEC 1D NOséi3f 4y 5, respectivaﬁente. En otra modalidad, el
anticuérpb anti—NGF- de .ia in%encién comprende una regidn
variable de cadena ;igeré qué;coypfébde las CDRs 1, 2 y 3 que
tienen las secuencias dé aminoécidb'de las SEC ID NOs: 6, 7 vy
8, respectivamente. En fodaviaﬂétra.modalidad, el anticuerpo
anti-NGF de la® invencidn -cdmp;ende una regidén variable de
cadena pésadaiﬁue‘COmpreﬂde las CDRs 1, 2 y 3 que tienen las
secuencias dé “amingdcido dé' 1§§u.éEC ID NOs: 3, 4 y 5,

respectivamente, y comprende una regién variable de cadena
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ligera que _comprendé }as .CDRsf“i,' 2 y 3 gque tienen las
secuencias “de.-aminoécido dg iasn'SEC ID NOs: 6, 7 vy B8,
respectivaménte;

En tddavié otra nmdalidgdf un anticuerpo anti-NGF
derla invenciég puede épmprgnderﬂreéiones variables de cadena
pesada y ligera que comprendéh-lés'secuencias de aminoacido
gue son homélogés a las,reéionés‘variables de cadena pesada
yv/o ligera de_PClIO, y en donde los anticuerpos retienen la
estabilidad ih-vivo.mejorada exhibidé per PG110. Por ejemplo,
la regién vériéble de‘caden; pesada’ del anticuerpo anti-NGF
puede comprender una‘secﬁenci$ dé amincacido gue es al menos
90% homélogaf'més preferiblémenfé.al menos 95% homdloga, méas
preferibleménte- al  menos  97% homdéloga y  ain  més
preferiblemente_ al .mehos '99% héméioga a la secuencia de
aminodcido de la SEC ID NO: 1. La #egién variable de cadena
ligera del ant;Cuerpo anti~NGF'pﬁede_comprender una secuencia
de aminoébidé | que es al ‘.heﬁos 80% homéloga, mas
preferiblemente_al-menos.95% hoﬁéloga, mas preferiblemente al
menos 97% hqmé;oga y aun mas pfeferiblemente al menos 99%
hemdloga a la secuenéia‘dé aminoééidQ de la SEC ID NO: 2.

Como se wusa - én .lé. §§ésente, el porcentaje de
homologia éh£¥e_dos secuencias éé.aminoécido es eguivalente a
la identidad -de bqrcgntaje entre las dos secuencias. El
porcentaje de tidentidad' éntre las- dos secuencias es una

funcién del numero de 'posiciones. idénticas compartidas por
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ias secuenciés.(es deéirf %'de“hoﬁologia = # de posiciones
idénticas/# total de posicionés5k lbp), tomando en cuenta el
numero de abérfﬁras, y la l&ngituéide cada abertura, la cual
necesita,sef iﬂtrdducidai?ara'aiineacién optima de las dos
secuencias. Lé.cdmpéracién'de se&u@ﬁcias y la determinacidn
del porcentaje-de identidad entfg dos secuencias se pueden
realizar usahdé un algoritméjjﬁétemético. Por ejemplo, el
porcentajejdé iaentidad entre ddg‘éécuencias de aminoacido se
puede .deterﬁingr usando - el algoritmo de E. Meyers and W.
Miller (Comppta Appl. Biosdii, i:ilfl7 (1988)) el cual se ha
incorporado en el ﬁ%ogréma_ALIGN‘(ﬁersién 2.0), wusando una
tabla de tésiduos de-: ?eso :PAMIZO, una penalizacidn de
longitud-dé’ébe;tura de 12 y~uﬁéfpénalizacién de abertura de
4. Ademas, el‘porcéntaje‘dé idehtidaq entre dos secuencias de
aminoacido sé: puede _determinar -usando el algoritmo de
Needleman and Wunsch (J. Mol. Biol. 48:444-453 (1970)) el
cual se ha ihcb;poradO'en el @régfama GAP en el paguete de
software: GéG ‘(disponible_ en’ h££§://www.gcg.com), usando vya
sea una matrii_Bléssum 62 o una matriz PAM250, y un peso de
abertura de léﬁ 14, 12, 10;'8, 6, © 4 y un peso de longitud
de 1, 2, 3, 4, 5, 0 6. ' S

Eﬁ‘£OAavia otra nmdaiidéd; un anticuerpo anti-NGF
de la inveﬁéiéﬁ_puede comp;ender'regiones variables de cadena
pesada'y'ligefa que. compfenden.ias secuencilias de aminoacido

de las regiones va;iablés‘ de cadeha pesada y/o ligera de
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PG11l0 pero en;doﬁde una o mas suét;ﬁuciones conservadoras se
han introducido enﬁ_las‘ secueﬁéia§3 todavia el anticuerpo
retiene 1la éétébilidad.in vivé“ﬁéjorada exhibida por PG110.
Por ejemplo; la regidn variéblé de cadena pesada del
anticuerpo anti-NGE puédé cbmprender una secuenclia de
aminoacido qgergs‘idénticé a la secuencia de aminoacido de la
SEC ID NO: 1 excepgo poi 1,A2;'3{v4 o 5 sustituciones de
aminoicido conservadoras en_com@éfécién con la SEC ID NO: 1.
La regidn ﬁ%iiable de cadena liéera del anticuerpo anti-NGF
puede comprender'uﬁa secuencia de amincacido que es idéntica
a la secuencia:dé aminoécidogde l1a -SEC ID NO: 2 excepto por
1, 2, 3, 4 o 5 sus£itdciones_dénaminoécido conservadoras en
comparacidn cbnfla SEC ID NO: 2. :.'

Cﬁmo 58 usa en ia presénte,-el término “sustitucién
de aminoécidO'.conservadora” ée ~propone para referirse a
modificaciones :dé gmindaéido gque* no afectan o alteran
significativamente las Ca:aq#eriéticas de enlace o)
estabilidad  qei_ anticderpo  qqé'ucohtiene la secuencia de
aminoécido.ﬁ Tales modificacioges conservadoras inciuyen
sustitucibnes,f-adiciones 'y suﬁresiones de aminoacido. Las
modificaciones se pugden:introdqcif'en un anticuerpo de esta
deécripcién por técnicés ésténdaigsr conocidas en el arte,
tales como _mutagénesié dirigiﬁau_él sitio y mutagénesis

mediada por - PCR. Las. sustituciones de aminoacido

conservadoras son unas.en las cuales ‘el residuo aminodcido se
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remplaza ‘con un résiduo de amiﬁqécido que tiene una cadena
lateral simila;.l Las ,familias de’ - residuos aminodcido que
tienen cadenas_latefalés.simila%és sé han identificado en el
arte. Estaér familias' incluyén. aminoécidos con cadenas
laterales bésiﬁas {por ejemplo, iisina, arginina, histidina),
cadenas laterales &acidas fpor ejemplQ, acido aspartico, acido
glutamico), fcadenas’ latefales potares no cargadas (por
ejemplo, glicina, aspéragiha,_ giﬁtémina, serina, treonina,
tircsina, cisfeina, triptofano)étpadénas laterales no polares
(por ejémpié, alaqina, valina, léucina, isoleucina, prolina,
fenilaianina,.metionina);'cadeﬁas laterales beta-ramificadas
(por ejemplé,: treqnina; véliga;u.isoleucina) y cadenas
laterales aromaticas (por 'ejem9163  tirosina, fenilalanina,
triptofano, histidina).'Por-conéiquiénte, uno o mas residuos
aminoécido'-dentro_ de las. fegiones variables de PGl10 se
pueden‘rémplaiarlcon otfb; residuos- aminodcido de la misma
familia de cédéna laterai y él gﬁfipuerpo alterado se puede
prbbar para. :la funéién - retehida usande los ensayos
funcionale;_deSCritos eﬂ la preéepte:

En tcdavia otra ﬂ@dalidad, un anticuerpo anti-NGF
de la in&enciaﬁ qomprenderregiones de enlace de antigenc (es
decir, regioﬁeé variables)-qte gniézan al mismo epitope en
NGF como el anticuerpo -PGilO-‘o-.qﬁe compiten cruzado para
enlazar al'NGF con PG110. Por cbqéigﬁiente, en una modalidad,

el anticuerpo. anti-NGF de la invencién compite por enlazar a
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NGF con uﬂianticugrpo que,cbmprénde una regién variable de
cadena'pésada'QQQ comprenae laisecuencia de aminoacido de 1la
SEC ID NO: -1 'y una regién  vaFiéb1e de cadena ligera que
comprende la secuencia de aﬂinoéc;dp'de la SEC ID NO: 2.

Tale§‘anticue£pos-de pqmpeﬁicién cruzada se pueden
identifiéaficgn-base en su.cépacidad de competir cruzado con
PG110 en énsaybs esténdarés‘de enlace de NGF. Por ejemplo, se
pueden usar"ehsayos ELiSA.:éstéﬁaépes en los cuales wuna
proteina de.NGE recombinanfe'(pof_éjemplo, NGF-B humano)} se
inmoviliza en la placa; uno dé_}bs.anticuerpos se etiqueta
fluorescenfemente y se evalﬁa la capacidad de los anticuerpos
no etiquétadoé' para compétir por el enlace del anticuerpo
etiquetado. Adfcionalménte bléltgréétivamente, se puede usar
el analisis BIAcore- para.‘va;ofaf la capacidad de los
anticuerpos'-para compe£ir 'cruéadb.‘ Los ensayos de enlace
adecuadoé éﬁe se pueden psaf pafa pxbbar la capacidad de un
anticuerpo pafa. cbmpetir_ para'_eﬁlazar al NGF con un
anticuerpo qﬁe Eomprendg uné fegién.kariable de cadena pesada
que comprende. la secuéncia aé'aminﬁécido de la SEC ID NO: 1 vy
una regién,“vériable de éadena"ligera que comprende la
secuencia de aminoacido de la SEC ID NO: 2 se describen con
detalle adicional en el Ejemplo 2.

En-aﬁh otrés‘modaliaades,‘un anticuerpo anti-NGF de
la invencién- exhibe una o mésffﬁrépiedades funcicnales del

anticuerpo-PGllO. Por ejemplo, 'un anticuerpo anti-NGF de la
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invencién puede exhibir wuna. o" m&s de las siguientes

propiedadeé funcionales:

va)‘enlaza é-NGF humano pero no enlaza al factor
nedfotréfipo 'derivado_ndé..cerebro humano  (BDNF),
neurotrofina ﬁumaﬁa'B‘WNT;3) © neurctrofina humana
4 (NT-4); |
| By enlaﬁa al.NGFThumano o de rata con una Kp
de 100 oM o menoé;

&) inhibe eiuenlacé.de NGF a Trka o p75"%;

d)  inhibe ia'“proiiferacién dependiente del
NGF de células TF-1;
| e) - inhibe la supérvivencia de ganglic de raiz
dorséi de bollo’dependiehﬁe‘del NGF;

. f) ihhibe iarexcreééncia de neurita de célula

PC12 dependieqte del NGF.-

Estas propiedadés funcionalég Se'upueden valorar usando los
ensayos in vitro descritos con detalle en los Ejemplos 2 y 3.
Con respecto ‘él' eﬁlace, especifigo‘ del anticuerpo al NGF
humano, como‘sé usa'én la présente;iel término “no enlaza al
factor neurotréfico deriVado aeféerébro (BDNF), neurotrofina
humana 3 (NT¥3)' © neurotrofind'hﬁmana. 4 (NT-4)" se propone
que signifiqueA que la 1céntidad de enlace observada del
anticuerpo al:{BDNF; NT-3 ‘o NT—é;‘_én un ensayo de enlace
estéandar (pof ejemplb, ELISA, u 6pro'ensayo in vitro adecuado

como se describe en los Ejemplbs) . sea comparable con los
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niveles antecedenteé de eﬁla¢é l(por ejemplo, para un
anticuerpo dé @dntrol), por.ejempid no mas de 2 veces arriba
de los.niyeies éntecedentes} 0 ménos de 5% de enlace al BDNF,
NT-3 o NT-4 en.combaracién con é;‘énlace al NGF humano (en
donde el nivél de eniaée'al_NCE huméno se establece como 100%

de enlace).

Eﬁ todavia otra modali&éd, la invencién proporciona
un anticﬁerpofaﬁti—factof de cfegimiento nervioso (NGF) que
comprende una regidn con;ténte qé*IgG4 humana, en donde la
region constante de 'I§G4 humana,;;dmprende la secuencia de
aminodcido de la SEC ID -NO:C.10 (0 en donde la regién
constante &é IgG4 humana combrende una mutacidon de serina en
la posiéién-:de_ aminoééi@o 108 de la SEC ID NO: 9,
preferiblemente: una . mutécién- dg.ﬁéerina a prolina en la
poéicién 103{,1y en doﬂde ei'aﬁtiépérpo enlaza al NGF humanoc
o de rata con una KD dé 100'pM:o'meﬁos (0, alternativamente,
con una KD.de 300 pM o ménos,.2QQ'mP ¢ menos, 150 pM o menos,
75 pM'o ﬁenosxo_SO‘pM o.nenos), inhibe el enlace de NGF a
TrkA o p?Smm: con- una ICsg 2aé.,250 PM o menos (o,
alternativamente, coﬁ.una iQﬁ-ﬁe'SOO rM o menos, 400 pM o
menos, 300  PM o menoé o] '206-,pM lo menos), e inhibe 1la
proliferécién.dépendiente'de-NGF:de células TF-1 con una ICsg
de 50 ﬁg/ml o.menos'(o; altérnati?aménte, con una ICsy de 150

ng/ml o menoé,Aioo ng/ml-o mencs,. 751ng/ml o menos © 40 ng/ml
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O -menos) . Preferibiémenté, .e; éhtiéuerpo tiene semivida de
eliminacién terminal media en ﬁﬁﬁéﬁos de al menos 10-30 dias,
o al menosfid dias, o al menos ig dias, o al menos 20 dias, o
al menos 25 dias,-q al menos 30 dias o en un intervalo de
aproximadamente. iO dias 'a-aproximadamente 40 dias (o en un
intervalo de 10-40 dias)-o en_unmintérvalo de aproximadamente
15 dias a aprbximadamente 30 diég fp-en un intervalo de 15-30
dias) . Adiéionélmente o al;ernatfvamente, el anticuerpo puede
exhibir una éemivida farmacolégipa media en humanos de al
menos 30 dias,;o'al.menos 35fvias}ﬁo al menos 40 dias, o en
un intervalo de al.,ménos 'cuatfél a. seis semanas (o en un
intervalo dé_cuétro a seis semahgsi,‘o en un intervalo de al
menos cUath é sSiete semanas'(o.en un intervaleo de cuatro a
siete seﬁanasﬁr O en un intervélo de al mencs cuatro a ochoe
semanas (o -.en: un _intervélo de'7cuatro a ocho semanas).
Adicionalmente o altérnativaheﬁtey. el anticuerpo puede
exhibir una.semivida de'eliminaéién terminal media en un mono
cynomolgus:ae al menos 15 dias y tipicamente en el intervalo
de aproximadamente 15 al aproximadamente 22 dias (o en un
intervalo de * 15-22 - @iagi, ~_§N'len un intervalo de
apioximadamente 15 diaé a éproxiﬁadémente 28 dias (0 en un
intervalo de.15-28 diasj 0 en uh intervalo de aproximadamente
21 dias a aproximadamente 28.digs'(b en un intervalo de 21-28
dias). Adicionélmente o alternativamente, el anticuerpoc puede

exhibir una SeMivida de eliminacién terminal en ratas de al
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menos 8 diasgI;ibicamenté én_el intervalo de aproximadamente
g8 a aproximadamente.§ diés-(q eg{un.intervalo de 8-9 dias).
El anticuefpo"adicionalmentéf bgéde exhibir wuna o© mas
propiedades  fﬁncionales ad;cioﬁéies, tal como enlace a NGF
humano  péro ﬁo eﬁlace al facfb; neurotréfico derivado de
cerebro humand .(BDNF),' ﬁeurotrdfina humana 3 (NT-3) o
neurotrofina humana‘4'(Nf—4);uiﬁﬁibicién de la supervivencia
de ganglio dé faiz dorsal de pﬁllb dependiente del NGF; vy/o
inhibicidn t dé . excrecencia def neurita de célula PCl2
dependiente del. NGF.. Preféribleﬁenteh el anticuerpo alivia el
dolor por una duracién'dé él'menoé7aproximadamente una semana
a aproximadamente doce‘semanas @espﬁés de la administracién
de una dosi% -ﬁnica del anticgenpo' anti~NGF a un sujeto.
Preferibleﬁénter e; anticuerpo cémprende una regidn variable
de cadéné pesada_que comﬁfende‘CDRs-l, 2 y 3 gue tienen las
secuencias de *aminqécidé de lqs::SEC ID NOs: 3, 4 vy 5,
respectivamente, o ’ei ahticuerpé comprende una regidn
variable de cadena ligera que comprende las CDRs 1, 2 y 3 que
tienen las'secuencias de aminoacido de las SEC ID NOs: 6, 7 y
8, respeétivaﬁénte,' o élA‘anticuerpo comprende una regidn
variable de Cédéna pesada:qﬁé.comPLéhde las CDRs 1, 2 y 3 que
tienen las secuencias dé amindéqidd'de ias SEC ID NOs: 3, 4 y
5, respect%yamente, Y ﬁna regiég"vériable de cadena ligera
gque compfeﬁde las CDRs 1, 2 f 3 que tienen las secuencias de

aminodcido de- las SEC ID NOs: 6, 7 y 8, respectivamente.
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Preferiblémenté} el-antiéﬁerpo'cémprende una regidédn variable
de cadena peéada qug,com?réndé lauéécuencia de aminoacido de
la SEC ID NO: 1 o el'aﬁticuérpo gdmﬁfende una regidn variable
de cadena ligera que cdmprendelia*sécuencia de aminoécide de
la SEC ID. NO:- 2, o el .ahticuerpo comprende unha regidén
variable .de éadena' peséda que .comprende la secuencia de
aminoacido dé SEC IDVNO{_I fruganfegién variable de cadena
ligera que comprende i; secﬁené%a'dé aminodcido de la SEC ID
NC: 2, o éL ahticuerpé compiﬁe‘pof enlazar al NGF con un
anticuerpo.que cOmprende.una>regién variable de cadena pesada
que comprénde ia Seduencié de aminoacido de la SEC ID NO: 1 vy
una regién :vafiable de. bédena biigera que comprende la
seﬁuencia de aminoéciao de ia SEC~iD'NO: 2.

Eg~tddavia ogra Hbdaiidéd; el anticuerpo anti-NGF
de la invénciéh no exhibe un efecto de rebote cuando se
administra a :ﬁn: Sﬁjetq .(pqr éjemplo, el anticuerpo se
administra a'uﬂa dosif%caciéh Yy -a ﬁﬁa frecuencia de modo que
se evita un efecto de reb&té',en‘~él sujeto). Un efecto de
rebote, en el cual un anticuérpé' anti-NGF exhibe eficacia
disminuida en un 'sujetoridespuéé de- un periocdo inicial de
efectividad desbués.de la adminisﬁ;aéién unica o repetida, se
ha reportado‘tégto en ﬁpdelos‘animales como estudios clinicos
de otros antiéuerpoé _anti—NGEJ”'Péy ejemplo, tal efecto,
referido_cqmb ﬁh “fendébmeno de feﬁéte”, fue reportado por un

anticuerpo anti-NGF de ‘rata -en un modelo de lesién de
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constriccidén crénica (CCI) 'en ratas (Ro, L-S. et al. (1999)
Pain 79:265-274). BAdicionalmente,” s€ han reportado estudios

de dolor cliniéo con énticuérpqnanﬁi—NGF tanezumab (también
cohocido como, RN624, E3, Reg.;is'tr;o-‘CAS No. 880266~-57-9) en los
cuales un periddo de eventoé adﬁeféoé incrementados, tal como
sensibilidéd .al' tacto y ' una sensacién de ‘alfileres vy
agujas’, se oﬂéervéidequés de uﬂ_périodo analgésico inicial
{(ver presentécién por 1Hefti,' Franz.:F., Rinat ©Neuroscience,
LSUHSC, Shreveport, ﬁéuisiana;'Sép£émber 26, 2006). Aungue no
se propone,qUeISea limitadd_pof.ﬁétanismo, se piensa que la
semivida _ de - .eliminacién' terﬁinal prolongada de los
anticuerpos ahfi-NGF de. la__invépcién les permite evitar
exhibir un efec%o de'rébctet Por“cdnsiguiente, otras ventajas
de los anticuérpos -anti4NGF udé”.lél invencién incluyen una
actividad méé'cbnsistente y-prolohééda in vivo en comparacién
con otros antiﬁuérpos anﬁi—NGF- del arte previo. Dada la
semivida de .eliminacién' terﬁinqi prolongada de los
anticuerpos ‘aﬁti—NGF :dé _lé igvehcién, se pueden usar
dosificaciones-menores (en coﬁpéfaéi@n con otros anticuerpos
anti-NGF}, _"y‘ el anticue‘rpoAse”pule‘de usar a intervalos mas
frecuentes ‘siﬁ és 'necesarié, de” modo que los regimenes de
tratamiento de'sincronizacién_y désificacién se pueden elegir
de modo que se evita”pn-efecto dé”;e@ote en el sujeto.

En t@davia otra mpdél;aédh el anticuerpo anti-NGF

de la inveficién es capaz de. aliviar el dolor por una larga
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duracidn en’un.sujeto, por éjeﬁplé'ei anticuerpo es capaz de
aliviar el dolor por unalduracién.de al menos aproximadamente
una semana a apfoxiﬁadamente doce'§¢ﬁanas (0 por una semana a
doce semanaé),ﬂ desphéé\ de ia_ adﬁinistracién de una dosis
tnica del antiduerpo.anti~NGF ajU5-éujeto. En una modalidad,
el anticue;pb éiivia el.doiqr pofruna duracién de al menos
aproximadaméntg.una semana (o al menos una semana) después de
la administradién'dé una_ddsis ﬁﬁ;gé del anticuerpo anti-NGF
a un sujeto..Enlotra'médaliQaﬁ, el anticuerpo alivia el dolor
per una duracién delal_ménos.éﬁfoximadamente dos semanas (o
al menos des semanas) despﬁés ”del la administracién de una
dosis .ﬁnica. dei anticuerpé anti-NGF a un sujeto. En otra
modalidad, el anticﬁerpo.alivia ei“@glor por una duracidn de
al menos aproximadaﬁente'cuatro"semanas (o al menos cuatro
semanas) después de la adminigtféqién de una dosis Unica del
anticuerpoj’éhti;NGF a -un sujéﬁo; En otra modalidad, el
anticuerpo aliyia' el dolof por una duracién de al menocs
aproximadamepté. ocho 'semahas (éu;al menos o¢cho semanas)
después de 1la adﬁinisﬁracién"'dei una dosis 1Unica del
anticuerpo anti-NGF a- un isﬁjééql .En  otra modalidad, el
anticuerpo félivia el dolor -p&f; una duracién de al menocs
aproximadamente_ décg semanas (o ql mencs doce semanas)
después de la Vadministrécién de- una dosis dnica del
anticuerpo anti—NGF‘,a‘ ﬁn Vspjé%o._iEn otra modalidad, el

anticuerpo alivia el dolor por una duracién de al menos
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aproximadamentelcuatro semanaé'a“aprqximadamente doce semanas
(o0 por cuafroA semanas a.,ddée'-semanas) después de la
administraciéh.ae'una dosié unica del anticuerpo anti-NGF a
un sujeto. En'ptfa.modalidadr elnaq£icuerpo alivia el declor
por una duracién de al. menos apquimadamente ocho semanas a
aproximadamente} doce semanas (67 pQr ocho semanas a doce
semanas).desﬁﬁéé de la administfécién de una dosis unica del
anticuerpo antifNGF a un sujetoi

La‘cépabidad_del'anticﬁérpo para aliviar el dolor
en un sujetc se pueae vaiorarvuéandd ensayos establecidos en
el arte. Los :modelos -animalééh-gdecuados para valcrar la
duracién-dél‘al;vio de dolor éég un anticuerpo anti-NGF se
describen‘en,'ppr éjemplo; Publiéacién PCT No. WO 2006/131951
y Publicacién:de-Patente'de,Estados Unidos 20080182%78. Los
ejemplos no limitanfes‘dé tales‘ﬁodélos animales incluyen un
modelo de ddiof_neuropéticoAevdéédé'por constriccidén crdnica
del nervioiciético, un modelo ae dolor post-quirdrgicc que
involucra la incisién de una paﬁé‘trasera, un modelo de dolor
por artritis[reuﬁatqide qué involucra artritis inducida por
adyuvante de Freund'.cdmﬁleto__(éEA).iy modelos de dolor por
cancer taleﬁ; cémo se describeﬁ _eﬁ "Halvorson, K.G. et al.
(2005) Cancer Res. §5:9426-9435 y Sevcik, M.A. et al. (2005)
Pain 1;§f128—141. Ademas,-el alivio de dolor se puede evaluar
clinicamente - en humanos y ia-duracién del alivio de dolor se

puede determinar con -base eh‘los.hiveles de dolor reportados
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por los sujetos hurr;ano's .-que _s‘,or;.-'trétados con el anticuerpo
anti-NGF. s

En t‘odavia otr'as. m'odal.idades, un anticuerpo anti-
NGF de la invencié.m. puedé comp-rerllder una regidn variable de
cadena pesada -:y/§ regién variable - de cadena ligera de un
anticuerpo anti-NGF‘de.scrit'o.'en_i.lel‘l‘ arte. Por ejemplo, una
regidn variéblé_ de cadena . pe%l_ada‘ y/o regidén variable de
cadena ligélra de un antiéuer'po a;nti—NGF como se describe en
la Publicacién -BCT No. wo'2001/73698, Publicacién PCT No. WO
2001/64247, Pub‘licacj.én PCT No.._ Wb'_2002/096458, Publicacidn
PCT No. WO 2004/032870, Publicacién BCT No. WO 2004/058184,
Publicacién PCT. No. Wo 2005/06_&540,' Publicacién PCT No. WO
2005/019266::- Publicacién PCTvNo‘. WO 2006/077441, Publicacién
PCT No. I;\IO 200'6'/‘131'951, ‘P.u.blicacic’m-PCT No. WO 2006/110883,
Publicacién PCT:NO.,WO'ZQQ9/O23530::?atente de Estados Unidos
No. 7,449,616; FPublicacién . de Estados Unidos No. US
20050074821, . Publicacién 'de. Estados Unidos No. US
20080033157, Publicacién de Estados Unidos No. US 20080182978
0 Publica-cién de Estados ‘U_nidos No. 'US 20090041717 se puede
usar en un afdticuerpo anti—NGF-de“iéiinvencién.

En _to‘_davia"otras 'mo'da}.li‘da'des, un anticuerpo anti-
NGF de 1la .i.nveh‘cién pur;:de c'omp‘r-e;n"der. una regién variable de
cadena pes;a'da. y/o. regic’)r} 'véri_able de cadena ligera de un
anticuérpo anﬁi—NGF' que ‘se pr_epa_ra'por un método estandar

conocido en el arte para mejorar anticuerpos monoclonales,
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tal como la ‘técnica- esfandar de hibridacién de célula
somatica descrita por Koﬁler qnd;Miistein {1975) Nature 256:
495 para cfeaf. aﬁticﬁerpos ménoclbnales no humanos (los
anticuerpogyluego_pueden,sef huéanizados), asi como también
métodos d téchicas de bibiiotecé'de expresion en fagos usando
animales transgénicqs qué ék?regaﬁ'genes de inmunoglobulina
humana. Las técnicas'de‘bibiiotega dé expresién en fagos para
seleccionar ,anticuerpoé se destriben en, por  ejemplo,
McCafferfy:et‘al., Nature, 3485552~554 {(1990). Clarkson et
al, Natuge, 352:624;628 f1391), Marks et al, J. Mol. Biol,
222:581-597 (1991) y. Hoet ét'alu;édOS) Nature Biotechnology
23; 344-348; Eatentes‘ de -EStgdds' Unidos Nos. 5,223,409;
5,403,484;_yu5;571,698 &e Ladnér;ét él.; Patentes de Estados
Unidos Nos. 5,427,908 y-5,58b,717 de Dowexr et al.; Patentes
de Estédos Unidos:Nds.'5,§69,108 vy 6,172,197 de McCafferty et
al.; y Patentes de Estados UnidQs ﬁ5s. 5,885,793; 6,521,404;
6,544,731; 6L555,313}-6,582;913‘y é,593,O81 de Griffiths et
al. Los mé;pdoé'para usar ahiméleé'gransgénicos que expresan
genes dé.iﬁmunoglobulinahumanqs para mejorar anticuerpos se
describen enf;.por ‘ejemp;o, Lonbe;g; et al. (1994) Nature
368 (6474) : 856-859; Lomberg, N. and Huszar, D. (1995) Intern.
Rev. Immunol. 13: 65;93,Harding;-F. and Lonberg, N. (1995)
Ann. NY. Acdd. Sci. 764;5365546p-batentes de Estados Unidos
Nos. 5,5@5,806;A 5;569,825;' 5,625,126; 5,633,425; 5,789,650;

5,877,397; 5,661,016; 5,814,318; 5,874,299; y 5,770,429;
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todas .de. Lonberg and . Kéy; Patente: de Estados Unidos No.
5,545,807 del‘Suraqi 'eﬁ_ al;; HPﬁE@icaciones PCT Nos. WO
92/03918, WQ_93/12227,‘WO 94/25585,;WO 97/13852, WO 98/24884
y WO 59/45962, todas dé Lonberg,and'Kay; Publicacidén PCT WO
02/43478 dé'Ishida et al.; fapentes de Estados Unides Nos.
5,939,598} 6,675A181; '6;114,598;- 6,150,584 y 6,162,%63 de
Kucherlapati'ét:al. o o

| En varias médalidédés(wuh'anticuerpo anti-NGF de la
invencidn Ruédé' ser unl anticuérpé éuimérico, un anticuerpo
humanizado  o_ un anticuerpo. humano.‘ Ademas, el anticuerpo
puede éer uno éh el'cual_lqs epitépeé de célula T potenciales
se han elimihaao. Los-métodoéVpa:é‘eliminar los epitopes de
célula T  potenciales 'pa¥a"‘rédﬁcir la inmunogenicidad
potencial de“uh'anticuerpo'se.haﬁ Aescrito en el arte (ver
por ejemplé} Pﬁblicacién__de Patente de Estados Unidos DNo.
20030153043 de Carr et al.).

Un. ahticuér§9' olrporcién- de anticuerpc de la
invencién se ‘puede dgrivar  d”.ehlazar a otra molécula
funcional :ipof' ejemplo, étrd'iééptido 0 proteina). Por
consiguiepté,';és anticue:pbs y- porciones de anticuerpo de la
invencién se ptépbnén para incluif;férmas derivadas y de otra
manera modificédas dé‘los anficﬂerpOs PG110 descritos en la
presente. Por ejemplo, un anti;ﬁérpé_o porcidén de anticuerpo
de 1la invéhcién se pue&e éniazar funcionalmente {por

acoplamiento ' quimico, .fusién genética, asociacién no
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covalente_'s de otra forma) a una o mas otras entidades
moleculares, _tél- como otro ant};ﬁerpo (por ejemplo, un
anticuerpo .biéspecifiQO' o. un | diacuerpo), un agente
detectable, un agente citotéxiéo} uﬂ agente farmacéutico, y/o
una pro;eipaf o.'péptido que—_puédé‘ mediar la asociacidén del
anticuerpo o 'pércién de Lénticuerpo con otra molécula (tal
como una regiéﬁ de'nﬁcleo-de_esﬁ;eﬁtavidina © una marca de
polihistidiné). | | |

Un - fipo de antiéuérpo' derivadc se produce

reticulandqf'dOS o més anticuerpos (del mismo tipo o de

diferentes tipos, por . ejemplo, para crear anticuerpos
biespecifices). Los reticulantes adecuados incluyen aquellos
que 50N heterofuncionales,  ~ que tienen dos grupos

distintamente réactivos.separaaoglpop un espaciador apropiado
(por ejeﬁplé, éster . .'de‘ m-maleimidobenzoil-N-
hidroxisuccinimidai o homoﬁifuﬁcional (por ejemplo, suberato
de disuccinimidiio). Talesi enlazéntes estan disponibles de
Pierce Chemical Compény; Rockfpr&,jl?.

Los dgentes detectaﬁléé_ ﬁtiles con los cuales un
anticuerpofbhpo;cién de anticuéfbo de la invencidén se puede
derivar -incluyen ._compuestos ' fluorescentes. Los agentes
detectables ‘fiuofescentes 'ejemplares incluyen fluoresceina,
isocianato de flﬁéréséeina{ mrbdémina, cloruro de  5-
dimetilamina—i—ﬁaftalenSulfonild,.nficoeritrina y similares.

Un anticuerpo también se puede derivar con enzimas
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detectables;. taies CoOmo fosfatdsé. alcalina, peroxidasa de
ridbano . picéntef Qlucosaﬂ bxidasa Yy similares. Cuando un
anticuerpo se "deriva c?on ﬁna- enéi_m_a detectable, se detecta
agregando reactivoéa_adibicnqleé'_qﬁe la enzima wusa para
producir un"p;bducto de reacéiéﬁ‘ detectable. Por ejemplo,
cuando el agéntg detectable peréﬁidésa de radbano picante esté
presente,- la. ad;cién =‘de 'perégido de hidrdégeno v
diaminobencidina conduce a un prodﬁcto de reaccidn coloreado,
el cual es detgctabié; Uﬁ anticuérpq'también se puede derivar
con biotina;'y:;e detecta a tré§é§ de la medicidn indirecta

del enlace:&e avidina o estreptafidina.

ITI. Produccién.dé Anticuér§0'

Otro _aspécto"de' gsﬁé- aescripcién pertenece a
moléculas de.édido nucléicoAqué'cgﬁifican los anticuerpos de
esta desCriécién. Los écidqs'nucieicos pueden estar presentes
en células completas, en un lisado celular, o© en una forma
parcialmente-'purifiqada o. sustancilalmente pura. Un A&cido
nucleico es “aislado” o Vse V?elve sustancialmente puro”
cuando se bprifica lejos de é#ros ‘componentes celulares u
otros cont;minante§, por ejémplé, octras protelnas o &cidos
nucleicos celhla;es, vor técﬁicas. esténdares, incluyendo
tratamiento -aléalinq/SDSé béﬁdag Idél CsCl, cromatografia de
columna, electroforesié en gel,'de- agarosa y otros bien

conocidos en, el. arte. Ver, F. Ausubel, et al., ed. (1987)
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Current ProtoCois in Moleéu;ar.B£§logy, Greene Publishing and
Wiley Intefééiepce, New York.-”Un acido nucleicoc de esta
descripcidn puede.sgr, por‘ejemplo,_ADN ¢ ARN y puede o© no
puede contenéﬁ .secuenciaé ~intrdonicas. En una modalidad
preferida, el écidoﬁ nuciéico eén'uné, molécula de ADNc. Los
acidos nuclelcos de esta descrlpcion se pueden obtener usando
técnicas estandares de blologla molecular

"Una ‘molécula_ de écido. nucieico preferida de 1la
invencidn comp;ende la,secﬁencia de- nucledtido de la SEC ID
NO: 11. OQtra molééula' ae- égiééf nﬁcleico preferida de 1la
invencidn cémprénde la'secuencia dg'nucleétido de la SEC ID
NO: 14. | |

‘Una "wvez .que se obtienen los fragmentos que
codifican los seémentos VHinVL, estos fragmentos de ADN se
pueden manlpular ad1c1onalmente ‘por técnicas esténdares de
ADN recomblnante, por ejemplo ‘para convertir los genes de
regioén varlable a genes de cadena de anticuerpo de longitud
completa ‘de modo que la  regién .variable es operativamente
enlazada a la regién,constanté (véfipor ejemplo, Ejemplc 1).
El teérmino “operativaménte' enla;édo”, como se usa en este
contexto, Se propone qué signifique QUe los dos fragmentos de
ADN se uﬁ;n de modo que‘ las secuencias de aminoacido
codificadés édr los-dos‘f;agmentos de ADN permanecen en el
armazoén. | B |

Los anticuerpos se ‘pueden producir en una célula
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huésped usando. métodos qonéciﬂqéj eﬁ el arte (por ejemplo,
Morrison, S. (1985) Science 22211202). Por ejemplo, para
expresar'lég anticperpos, los ADNs que codiifican las cadenas
pesada'y.ligeﬁarse puedeﬁ insertar en vectores de expresién
de modo que 108 gengs‘se_ehlézaq 6§§rativamente a secuencias
de control ‘transcripéionaies .y'_fraduccionales. En este
contexteo, el término “oﬁerativamente'enlazado” Se propone que
signifiqﬁe'que un gen dé-anﬁicuerpo sea ligado en un vector
de modo lque ias_ secuencia; de control transcripcionales vy
traduccionaléé :dentpo‘ dél Géctpfu-sirven para su funcidn
prﬁpuesta de regular laktraﬁSCIipcién y traduccidn del gen de
anticuerpoi.El_Vector dé expresiép“y.secuencias de control de
expresidn ISe_ eligen para- gep compatibles con la célula
huésped de eépresién uséda. El' gen de cadena ligera de
anticuerpo y'ei gen.de'cadéné peséd% de anticuerpo se pueden
insertar en el vectér sepérédp~.o; mas tipicamente, ambos
genes se ingerfan en ellmismo ﬁegfor'de expresidén. Los genes
de anticgefpo Se -insertan' en. el véctor de expresidn por
métodos esténdéres' (por ejgmplé,.'ligacién de sitios de
restriccidn ’coﬁpleménfgrioé .enm eii fragmento de gen de
anticuerpo y .vector, o.ligacibn”delextremo romo si no estan
presentes sitiés de festriégiéhy;“Adicionalmente, el vector
de expresiéh ;écombinanteA'puede codificar un péptido sefial
que facilita.lé secfedién de lé égdéna de anticuerpc de una

célula huésped. El' gen "de cadena 'de anticuerpo se puede
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clonar en el ﬁectop de 1mod5- qgeu:él péptidoe se enlaza en
armazdédn al amino térmiﬁo,dei gen~de'cadena de anticuerpo. El
péptido seﬁgl.puede serlun péptiQd'séﬁal de inmuncglcbulina o
un péptido seﬁal heterélqgo‘(es decir, un péptido sefial de
una préteina né'inmuhoglobﬁlina).'

Adéméé de .-los .geﬁeé de'bédena de anticuerpo, los
vectores de . ;expreSién feéombiﬁénte tipicamente portan
secuencias wregﬁlatorias que céntfdlén la expresidn de los
genes dé_ éadené de anticuerpo en una célula huésped. EIl
término “sequéncia'regulatg:ia” “sé propone que incluya
prpmotores, .meﬁoraddrés -y. dtros .élementos de control de
expresidén (por. ejemplq, seﬁalég--de pcliadenilacidn) que
controlap la -ffanscripcién._o 'tréduccién de los genes de
cadena de 'anticuerpo. Téles- secuencias regulatorias se
describen, pb£ ' eﬁemplo,~ .en ‘Goeadel (Gene Expression
Technology. MeﬁhodS"iﬁ\ Enzymology 185, Academic Press, San
Diego, CA (1990)). Se.aprecié:é”pb¥_aquellos expertos en el
arte que Ql"diéeﬁo del —veétor"dé expresién, incluyendo la
seleccidn. de Seéuehcias fegﬁlatorias, puede depender de tales
factores como lla -elecciéh_.de llq. célula huésped a ser
transformada, ei nivel dé‘expresién de proteina deseado, etc.
Las secuencias:regulatorias bfefé;idas para la expresidén de
célula buésﬁéd 'de mamifero .inéiﬁfen_ elementos virales que
dirigen altés piveies de»e#preSién de proteina en células de

mamifero, tales como promotores y/o.mejoradores derivados de
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citomegalovirus‘(CMV),‘ViruS de S;mib 40 (Sv40), adenovirus,
(ppr ejemplé, :el proﬁotorr £ardio‘<principal de adenovirus
(AMLP) Y ‘rpdlioma). ' Alterﬁati%aﬁente, se pueden usar
secuencias:réguiatorias no ?irales:'tales como el promotor de
ubiquitina o prbmotor de_B—globina. AUn adicionalmente, los
elementos regulétorios compuestos.de secuencias de diferentes
fuentes, tal'cémo eiléistema prbm&tOr SRy, el cual centiene
secuencias dell promotor temﬁfahb 'ae SV40 vy la repeticiédn
terminal lafga..de virus dé‘ leuncemia de célula T tipo 1
(Takebe, Y. et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 8:466-472).

Ademés ‘de. los . genes ae._éadena de anticuerpo vy
secuencias régulatériaé, _ loé"_ vectores de expresidn
recombinantés'ﬁheden portar sécﬁéntias adicionales, tal como
la secuencia.qué regula la repiiéacién del vector en células
huésped wpér_gjemplo, origenés de replicacidén) vy genes
marcadores ;eiecéionables.i‘El éen marcador seleccionable
facilita 1la seleccién.-dé célplééj hﬁésped en las cuales el
vector se ha introducido .(vé£; rpor ejemplo, Patentes de
Estados Uniﬁﬁs Nos. 4,399,216,'4}634,665 y 5,179,017, todas
de Axel et ai,).-qu ejemplo,'tipi;amente, el gen marcador
seleccionable épnfiere_resiétencia"a.férmacos, tal como G418,
higromicina o metotfexats, en‘uﬂéfcélula huésped en la cual
el vector Asé. ha inﬁroduci&o; - Los genes marcadores
seleccionabies'_preferidos' inciﬁyen, el gen dihidrofolato

reductasa (DHFR) (para uso en células huésped de dhfr con
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seleccién/ahplificacién de ‘metotrexafo) Yy el gen neo (para
seleccidn de G4i8).

Pafa éxpreéién de.lasrbadenas ligera y pesada, los
vectores de--ekpresién que CSdificép las cadenas pesada vy
ligera son:tiaﬁsfectados‘en uné‘cé1ula huésped por técnicas
esténdares..LasldiVersas foﬁmas3del término “transfeccidn” se
proponen que:abaréueﬁ -una amﬁlig. variedad de técnicas
comanmente usadés péfa.lé'introduqcibn de ADN exdbgeno en una
célula huésped procariota‘ :QFIAéucariota, por ejemplo,
electroporacién,' precipitaciénu“'éor_ fosfato de calcio,
transfecciéﬁ por ' DEAE;degtrano y smilares. Aungue es
teéricamente‘-ﬁpsible _exprésar lés_ anticuerpos en células
huésped va sea procé%iotés o] guéé:iétas, la expresidén de los
anticuerpos ‘énf células eugafiﬁfaé,. y muy preferiblemente
células huéébed_de mamifero,-es.Ib mas preferidoc debido a que
tales rcélulas"eﬁcariotas; y en _particular células de
mamifero, sea  méé probablé ‘que las células procariotas se
ensamblen y seqreteﬂ-un‘énticqerﬁo iﬁmunolégicamente activo y
apropiadamenté plegado.‘La exprééyén-procariota de los genes
de anticuefpo- se ha- reportadéifque . es 1inefectiva para 1la
produccidn delaltés_rendimientds de anticuerpo activo (Boss,
M. A. and Wood;;c; R. (19855'Immunélogy Today 6:12-13).

Las célulés-'hﬁésped. éé; ﬁamifero preferidas para
expresar los  aﬁticuerpés recomﬁinéntes de esta descripcidn

incluyen células de Ovaﬁiqs'de Hamster Chinc (células CHO)
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(incluyendQ’lcélﬁlas CHO de .dﬂff, descritas en Urlaub and
Chasin, -(1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220,
usadas con gn.ﬁarcado; seleccionéble de DHFR, por ejemplo,
como se describe en R.-J. Kaquén and P. A. Sharp (1982) J.

Mol. Biol. 159:601-621), células de mieloma NSO, células COS

y células ISP2]_ Otro sistema aé’ expresién preferido es el
sistema de ekpresién de gén GS descrito en WO 87/04462 (de
Wilson), WO_'53/01036‘ (de. Bebbington) y EP 338,841 (de
Bebbington) . Cuando:los ﬁectqre;.dé expresidén recombinantes
que codifican Qenes de‘anticﬁeiﬁq.se introducen en células
huésped‘deyméﬁifero, los gnticﬁéfpos se producen cultivando
las células hﬁésped_por uh periodo de tiempec suficiente para
permitir la EXprésiép.del énticuerpo en las células huésped
o, mas preferibleménte} 'la' secggcién del anticuerpo en el
medio de cuitiﬁg en el cual laé_qélulas huésped crecen. Los
anticuerpo§isé pueden récuperar.ael medio de cultivo usando
métodos eéténaares de purificacién de. proteina.

En . -una _modélidad préferida, la invencioén
proporciona un vector de expreéién qﬁe codifica un anticuerpo
anti-NGF, eﬁ‘ aonde el vecto£.>de ‘expresién comprende la
secuencia &é Qucleétido de la'SEC'ID NO: 11 que codifica una
cadena pésadafdelanticuetpo y la. secuencia de nucledtido de
la SEC ID - NO: 14, qué 'codiﬁiééi una cadena ligera de
anticuerpo. Un -vector de expreéiéﬁ‘preferido de la invencidn

comprende el. gen GS (glutamina:sihtefasa). EFn otra modalidad
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preferida, lé ,invenciéﬂ. proporéioﬁaf una ceélula huésped que
comprende ﬁh ﬁector de exp;eSién'de la invencidédn. Una cé&lula
huésped ﬁrefe#ida de 1la invencién es una célula CHO (Ovario
de Hamster Chino). En-tédévia otra’ modalidad preferida, 1la
invencién proporciona un método paré expresar un anticuerpo
anti-NGF que: Eomprendé culti%é;u,dna célula huésped gue
comprende ﬁh vectqr de exprésiéa gque comprende la secuencia
de la SEC ID:'NQ: 11, (éue cédifica una cadena pesada de
anticuerpo) y la se;uencia dé.nqgiéétido de la SEC ID NO: 14
(que codifica una cadené ligeré qe_énticuerpo) de modo que se
exXpresa un _anticuerpo‘ anti-NGF *qué comprende una cadena
pesada codiéicadalpor lé SEC ID NO: 11 y una cadena ligera
codificadé porjlalSEC ID ﬁO; 14.

En;tddavia.otré aspec;q;hla invencidén pertenece a
un-proceso para_produéig un'ant%cdefpo anti-NGF el cual tiene
una mutacién. en una fegiéh éoqétaﬁte del anticuerpo (por
ejemplo, ﬁna_ mutacién de. regién' bisagra), el ©proceso
compreﬁde intfbducir la ‘mutacién apropiada en la regidn
constante, pof ejemplo . por tééﬁicas estandares de ADN
recombinante. Por éjemplo; 'lav‘ihvencién proporciona un
proceso para producir un éntiéueipé anti-NGF, en donde el
anticuerprCOmpfende (i) pna.regién variable de cadena pesada
que comprendejias.CDRs 1, 2y 3 que tienen las secuencias de
amincacido de lés SEC iD-NOs: 3,~4 §-5, respectivamente, (ii)

una regidn variable de cadené'ligera que comprende las CDRs
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1, 2 y 3 quglt@enen'lag seéueﬁgiés:de aminoacido de las SEC
ID NOs: 6{ .71y 8, fespéctiﬁaménfe, y (iii) una regién
constanté de I¢G4 . humana, ~eh _donde la regidn constante de
IgG4 hﬁmaﬁa coﬁprende la secuencia. dé¢ amincdcido de la SEC ID
NO: 10 (v, 'ﬁof ejemplo,. en'.dondébiel anticuerpo tiene una
seﬁivida de‘eliminacién terﬁinalumédia en humancs de al menos
10-30 dias!‘~o 'adicionaimente é _éltérnativamente, ftiene una
semivida'férmacélégica media.en humanos de al menos 30 dias,
0 al menos 35:dias,'o al_menos 40_diés, o en un intervalo de
al menos cuatrdza seis'gemanas{ e} eﬂiun intervalo de cuatro a
seis semanas, © en un intefvélg'ae.al menos cuatro a siete
semanas, o,gn'un intervalo de cﬁat%o'a siete semanas, o en un
interv;lo.dé al menos cuaﬁrb a ocho semanas © en un intervalo
de curatro a Qcﬁo-semanés),.en_doﬁqQ el proceso para producir
el anticuerpb .;omprénde ’mutaf la_.serina en la posicidn de
amincacido 108 -de la SEC ID-NOE 9-§ prolina para crear la
regién cpn;téntélde IgG4 huﬁana'gu;'comprende la secuencia de
aminoacido de ia SEC ID, NO: lO;_Preferiblemente, la regidn
variable de. lﬁadené pesada cdmp?énde la secuencia de
aminoéacido <£3 ia. SEC iEY NQ; 1. Preferiblemente, la regién
variable de- .cadena. ligera..fébmp%ende la secuencia de
amincacido ydé' ia SEC ID Né; Zl;lPrgferiblemente, la cadena
pesada compfendé la secuénéia de aminoacidc de la SEC ID NO:
13. Preferibleﬁente; la cadena lige;; comprende la secuencia

de aminoacido de la SEC.ID NO: 16.
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IV. Composiciones Fafmacéuticasf~.

En otro aspecto,'la b:eéeﬁte invencidn proporciona
una compgsicién} por ejemplo,_uhalcbmposicién farmacéutica,
que contiene'iﬁl-anﬁicuerpo de lé:;ﬁvencién formulada junto
con un portédo£ farmaééutiéaﬁente éceptable. En modalidades
preferidas, la.composiqién férmacéufica es adecuada para la
administracidn intravenosa,.subCufénea (por ejemplo, via una
pluma de_inyeccién) o} int;é—artiéular, aungue otras rutas de
administracién'édecﬁadasIse descripeﬁ en la presente. En una
modalidad, lé léompdéiéién puede™ iﬁcluir una combinacién de
miltiples (por' ejeﬁplp, dbg o 'ﬁés) anticuerpos de la
invencién, ;pbr.'ejemplo anﬁicuérpﬁé que enlazan diferentes
epitopes enrel_ﬁGFL

Como" se ﬁsé ©en  l§l presente, “portador
farmacéuticamen£e adéptableﬁ inclqye'todos y cada uno de los
solventes, 'Saies, medios -déjndispersién, revestimientos,
agentes antibacferianos Y antifﬁngicos, agentes retardantes
de  absorcién e isoﬁéﬁicos, .y similares  que son
fisiolégicamente ‘comp;tiblesf Dépepdiendo de la ruta de
administracidn, el é@mpuésto gcﬁivo se puede revestir en un
material para proteger al cqmpuéété de la accién de acidos vy
otras condiciopes naturales -Uﬁue pueden inactivar el
compuesto.

Una- “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a
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una sal que_'fetieﬁe la -agtividgd‘ biolégica deseada del
compuesto érogenitdr.\ Yy ﬁo T iﬁparte algunos efectos
toxicolégicos: indeseados (ver:'pbi“'gjemplo, Berge, 5.M., et
al. (l977);eJ. Pharm. Sci. ‘66:1415). Los ejemplos de tales
sales incluyen éales de adicién de &cido y sales de adiciédn
de base. Las sales' de adicidn ae.-écido incluyen aquellas
derivadas de éciddér idorgénic&;- no téxicos, tales como
clorhidrico, " nitrico, .fosféfiﬁéﬁ' sulfirico, Dbromhidrico,
yodhidricog'fosfbroso V% similaréé; asi como también de &cidos
Organicos. no tgxicbs taléslcomo'écidos mono- y dicarboxilicos
alifaticos, éc;dos alcanoiéos sus£ituidos por fenilo, acidos
hidroxi alcanoicosf-_écidos _arSmé;icos, acidos sulfénicos
arométicos y'aliféticos-y s;miléfeé..Las sales de adicidn de
base incluYéﬁ aquellas derivadééfde metales alcalinotérreos,
tales como sodio,opqtasio; magﬁesio,.calcio y similares, asi
Como también;dé:aﬁinas_orgénicas nbutéxicas, tales como N,N’-
dibenciletilendiaminé, - N*metiigluéamina, cloroprocaina,
colina, diefahoiamina, etilendiémigé,-procaina vy similares.
Lés meposiciones farﬁécéuticas de la invencidn se
pueden administrar‘solas'o terép;a de combinacidén, es decir,
combinadas con- dtros _agénfes; Por- ejemplo, la terapia de
combinacién puede incluir ‘una f?émﬁosicién de la presente
invencién céh fal menos  uno ‘5 Jmas agentes farmacéuticos
adicionaleé; Por ejemplo{ ‘al 'menos unc o mas agentes

farmacéuticos adicionales se pueden administrar separadamente
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0 también sé pueden incofpérar:en las composiciones. En una
modalidad prefgrida, un antiguerﬁo:ﬁnti-NGF de la invenciédn
se administra en'i_combinaciéﬁ"; ;bn un segundo agente
farmacéutico, en donde el ségﬁﬁdo, agente farmacéutico se
selecciona Tdél grupo que conéiéte de NSAIDs, analgésicos
(incluyendo anglgésicos “obioides y analgésicos atipicos),
anestésicos ;o@alés, bloquéos-de nervios, bloqueos de fenol,
anticuerpos terapéuficoéf'estgroides; anti-convulsivos, anti-
depresivos, éapsaicina- tépicé.ﬁfu-agentes antivirales. Una
clase Vpaﬁtibularmente ' prefefiﬁa de segundos agentes
farmacéuticos -paré . uso "en el .al;vio de dolor son los
analgésicos p?ioides. ‘Adicionalmente © alternativamente, un
segundo regimen de frataﬁientp éé pﬁede combinar con el uso
de un anticﬁe£p§ de la invenéiéﬁ; ?pr ejemplo en el alivio de
dolor. Log‘ ejemplos de_ ‘talés segundos regimenes de
tratamiento iﬁpluyén radidterapié.(pqr ejemplo, para dolor de
céancer), proceaimientds | Cquirurgicos (por ejemplo,
procedimientos ablativos (agujall-re£rogasserianos 0 ganglio
gasseriano ﬁa#a:neuralgia trigeﬁinal)} hipnosis y acupuntura.

Lgs ejemplos | de NSAIDS incluyen salicilates
acetilados incluyendo aépiriné; . salicilatos no acetilados
incluyendo sélsalatot difldniéa;;uééidos acéticos incluyendo
etodolaco, diclofenaco; indbmeﬁapip} cetorolaco, nabumetona;
acidos prop;énicos inéluyendo  fenéprofeno, flurbiprofeno,

ibuprofenc, - cetoprofeno, . naproxeno, naproxXeno sbddice,
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oxaprozin;;: fenamatos .incluyeﬁdo meclofenamato, acido
mefandmico; fenilbutazona; pirﬁxicam; inhibidores de CO0X-2
incluyendo éelecoxib,' étéricoxiﬁj' valdecoxib, rofecoxib,
lumiracoxib. Los ejemplbs de anaigésicos incluyen paracetamol
acetaminofeﬁq),: tramaddl, tapéétadol, cpasaicina (tépica),
analgésicogiopieides y analqésicés atipicos. Los ejemplos de
analgésicbs opioides indluyen"morﬁina, codeina, tebaina,
hidromorfona,A'i h;drOCQdohé, . uﬁgicodona, oximorfona,
desomorfina, g éiacetilhorfiné, nicomorfina,
dipropanoilmorfina, beﬁcilmorfina; 'etilmorfina, fentanilo,
petidina} ﬁétadona, tramadolvy propoxifeno. Los ejemplos de
analgééic&s atipicos iné;uyen antidepresivos triciclicos,
carbazepina,;gdbapeqtiﬁa; preéabgiiﬁa, duloxetina y cafeina.
Loé ejemplos ) de esLeroides‘-,inbluyen corticoesteroides

intraarticg}ares (IACs) vy pie@hiéona. Los ejemplos de
anticuerpoé'terapéuticos.inciuyen anticuerpos anti-TNF, tales
Como Remicade@iy Humira®, y anticuerpos anti-CD20, tales como
Rituxan® vy iriezra@? ' Los éjemplégi de agentes antivirales
incluyen aciclovir y fosfat& dé‘oséltamivir (Tamiflu®) .

En - una modalidad :pxéférida, la terapia de
combinaciéﬁ puede- incluir un, anticuerpo anti-NGF de la
presente invenéién con a;'menos uhp o mas inhibidores de TrkA
{(por ejemplé, :compuesﬁos. QUé antééonizan la actividad de
TrkA). Los inhibidorés Qe TrkA pUédén funcionar, por ejemplo,

interactuandb"ektracelularmente"céh el receptor de TrkA, o
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interactuandg 'intraceiularmente K cbn la maquinaria de
transducciéﬁ de‘seﬁalizacién.de_TrkA (por ejemplo, inhibicidn
de la acﬁividéd de Cinas;‘TrkA).'Los ejemplos no limitantes
de inhibidorésf de ,TrkAl exfﬁaqgiﬁiar incluyen anticuerpos
anti-TrkA (tales cOm& aﬁtiqurpos anti-TrkA humanizados
descritos gpfla'PublicaEién'deLPgtenfe de Estados Unidos No.
2009020849d'y‘Publicacién dé Patente de Estados Unidos No.
20090300780) y'miméticosAde péptido’ de NGF gue antagonizan
TrkA (tal como se describe en Debéié, T. et al. (199%) Proc.
Natl. Acad.. Sci. USA _2§{4Q67;4072). Les  ejemplos no
limitativos de ‘inhibidores 'del~Ika' intracelulares incluyen
péptidos dé'penétracién celhlar,que antagonizan la funcidén de
TrkA (por ejgﬁplo,Acomo_se descfibén en Hirose, M. et al.
(2008) J. Pharmacol.” Sci. 106:107-113; Ueda, K. et al. (2010)
J. Pharmacol. .Sci., editadoi'e1 -3O de Marzo de 2010) e
inhibidores,de-moléculas pereﬁasntales como 1inhibideores de
TrkA c;nasa'(pof ejemplo, como. se descfibe en Wood, E.R. et
al. (2004) Bid&rg. Med. Chem. Lef;, ié;953-95?; Tripathy, R.
et al. (2005) éioorg.'ﬂéd.-éheMu Lett. 18:3551-3555). Otros
ejemplos no limitativos de inﬁibiddfes de TrkA incluyen ARRY-
470 y ARRY-872 kﬁrray BiophafmaYLr.

.Eﬁ _ofra' modalidad - éreferida, la terapia de
combinacidn puédé ‘incluirr_un énticuerpo anti-NGF de la
presente inQenéién 'éon. al .menos -uno o mis inhibidores de

Proteina <Cinasa C (PKC) (por.*éjémplo, los compuestos que
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anfagonizan_la actividaa de-PKC[i,'f

Uga.domposicién de léhpreéente invencién se puede
administraf' por una variedéd . de metodos conocidos en la
técnicé. Como:Se_apreciaré_por ei experto en la técnica, la

via y/o modo de administracién. variara dependiendc de los

resultados deseados.'Preferiblementé, el portador es adecuado

para la U~administracién ' iﬁt;événosa, intra-articular,
subcuténéa;' . intramuscu}ar, - parenteral, intra-tumoral,
intranasal, iﬁtravésicu;ar, Vintrgsinovial, oral, mucosal,
sublingual, 'esbinal‘ é ~e§idé;micé; o  por instalacidén en

cavidades del cuerpo (por ejeﬁplo;-ébdomen, cavidad pleural,
senos nasales),ro en la supé;ficiendel ojo, © en los pulmones
por admiqistracién'por ihhélaciéﬁ. Péra vias particulares de
administraciénf se buede_elegir pgré uso un dispositivo de
suministro ‘adécuadd. l Por Vejempio, para administracién
subcutanea o intramuscular, .sgi"puége usar una pluma para
inyeccidn :(por.-ejemplo, qﬁe puéde ser autoadministrada).
Tales p;uﬁas‘ lpara inyéccién, también referidas como
inyectores, scﬁ 'bién conopidos 'en.‘la técnica, incluyendo
aquellos que.céntieﬁén‘uﬁa QOsis“;iquida del anticuerpo (tal
como la pluma ?ara.inyecbién déJuh.solo use utilizada para
administrat'ﬁﬁmirﬁD ¥, éen formé;més preferida, aquellos que
contienen la dosis-sélida-Ael ahticugrpo que es reconstituida
en una forma ;iQuida ;nmediatamente previo a la inyecciédn.

También para administracién subcuténea, se puede usar un

3
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implante éubéuténéo;‘ ' A@icidnaimente, el suministro
transcutaneo sé-puedé lograr ﬁ@fvel‘pso de un parche cutéaneo
tépico (pigly'(por ejemplo;_pafché adhesivo). El suministro
subcuténeo fambién'se puédé lograr por la inyeccidn de polvo
seco (tal comd'inYeétores cherciélménte disponibles de Glide
Pharma). Aun més, péra el _sumih;stro en los pulmones (por
ejemplo, en"ei‘ tratamiento déjfésma_ 0 tos intratable), se
puede usarf'ﬁna. sclucidn nebuiizéda_ en un dispositivo de
nebulizaciéﬁ.'

Lo;-lpompuespos- écpivoé:;se pueden preparar con
portadores que protégeréﬁ al_coﬁpugéto contra la liberacién
rapida, tal ¢omo una fgrﬁuig¢ién liberada controlada,
incluyendo fiﬁplgntes, parches .ﬁfaﬁsdérmicos, Yy sistemas de
suministro dé._miérpencapsﬁladd. Se‘ pueden usar polimeros
biocompatible§ biodegradabIes, tales como acetatec de etilen
vinilo, polianhidrldoS,z écidém. péliglicélico, colageno,
poliortoéstérésk y acido poliléé£;éo: Muchos métodos para la
preparaciéﬁ! del tales formuigﬁiones. son patentados o}
generalmente conocidos pOf‘aquél;oslexpertos en la técnica.
Ver, por ejéﬁplé, Sustaiﬁed and -Controlled Release Drug
Delivery Systems, J.R.‘ ﬁobinspn;_-ed., Marcel Dekker, Inc.,
New York, lé?é.i>

Para administrar un coﬁpuesto de la invencién por
ciertas rutas de administfacién; puede ser necesario revestir

el compuesto‘ con, o - coadministrar el compuesto con, un
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material para'.prevenir fsur inacfiyécién. Por ejemplo, el
compuesto puedé ser'édmihistradd‘g un sujeto en un portador
apropiado, ©por’ ejemplo,' lipésémast ¢ un diluyente. Los
diluyentes ﬁférmécéuticamente. aééﬁtébles incluyen scluciones
salinas ¥ amortiguadoras.lacuOSas. Los lipeoscomas incluyen
emulsiones de:agua en_aceitg en agua CGF asi como también
liposomas convencianaleé _(Stféjaﬁ et al. (1984) J.
Neuroimmunol. 7:27). |
Lbé portadores féfmacéuticamente aceptables
incluyen dispersioﬁgs o sOlﬁciohés acuosas estériles y polvos
estériles pa;é:lé preparacién'extemporénea de dispersiones ¢
soluciones inyectabiés‘eétéri;eé;_Ei uso de tales medios y
agentes paré'sustanciaS'farmacéﬁ£i§amente activas es conocido
en la técnica._Salvo en la mediaa en que cualquier medio o
agente cdnvencionai_sea Compatib;e con el compuesto activo,
se considera 1ei uso 'dél[ mismo- en las composiciones
farmacéuticas de 1la ‘invenciééf .Los compuestos activos
suplementaribé ;_tambiéﬂ se 'gueaen incorporar en las
composicioﬁés.. E
Las :composiciohés térapéuticas tipicamente deben
ser estériles Q estables‘béjo'lasnébndiciones de manufactura
y almacenamiento. La cbmposiciéq se puede formular como una
solucidn, migxoémulsiénj liposoﬁaruu'otra estructura ordenada

adecuada a .una -alta concentracién del farmaco. E1 portador

puede ser un medic de dispersién o solvente que contiene, por
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ejemplo, - agua, étanol,* éolibl (por ejemplo, glicerol,
propilenglicql:,_: v poli_etilénglicoi-;.liquido, y similares), vy
mezclas adecuadgs dé los ﬁistsL\El;fluido apropiado se puede
mantener, pbf éjemplo,' por el-“ﬁs§_-de un revestimiento tal
COomo lecitiha; por el man;enimiénto del tamafic de particula
requerido en - el ‘caso de dispersién y por el wuso de
tensiocactivos. 1Eﬁ muchos tcasos,”*seré preferible incluir
agentes isoténicos,‘-pér. ejempléf :ézﬁcares, polialcoholes,
tales como .ﬁaﬁitol; sorbitol, 0 ‘cloruro de sodic en la
composiciéﬁ; La_ absorcidn proléngada de las composiciones
inyectables se 'puede ilevarl a cabo incluyendo en la
composicidn un :agente qué fetardania absorcién, por ejemplo,
sales de monoestearato § gelatina;: -

Las éolucionés inyeétablés estériles se pueden
preparar igcorporando el _cdmpuésto activo en la cantidad
requeridd en ﬁn-$olvente‘apropiédo con un o una combinacién
de ingredientesienumeradﬁs aﬁter}ofﬁénte, como sea requerido,
seguido por - miCréfiltfacién"  para esterilizacidn.
Generalmente, las dispérsiones:lse preparan incorporando el
compuesto activo en un vehicﬁlo_estéril que contiene un medio
de diépe?sién:'bésico y Aqtros ingredientes requeridos de
aquellos enuhekados, antériofmenpéii En el caso de peolvos
esfériles para la préparéciénnfdé scluciones inyectables
estériles,l;os métodoslpreferidog"dé preparacidén son secado

al wvaclo y secado por congelamiento (liofilizacidn) que
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producen ﬁﬁ polvp del ingred;ente active més cualquier
ingredienfe désead0~adicibnal é partir de una solucidén del
mismo filtrada previgmenté eétéril::'

Los regimeneé dé--désifiéacién se ajustan para
proporcionar.la.respueéta desé;d& éptima (por ejemplo, una
respuesta éérapéutica)..Por éjemplo, un bolo tGnico se puede
administrér, ﬁariaS'dosié divididas-se pueden administrar a
través del tiempo © 1a: doéis usé:‘puede reducir de manera
prbporciona; p-;ncremeﬂtar éomossé_indica por las exigencias
de la situgcién-terapéu£ica: Uﬁa'dosis Gnica tipica (la cual
se puedé administrar en un-ﬁrog;ama'de dosificacidédn como se
describe -més édelante) pbdria varidr desde aproximadamente
cualquiera de 0.1 ug/kg a i'pg/kg”é 30 po/kg a 300 pg/kg a
3000 pg/kg (3. mg/kg), ‘a -BG Qmé/kg a 100 mg/kg o mas,
dependiendo, de los factores déac}i£os en la presente. Por
ejemplo, o un ‘ahticuerpo _anti—NGF se puede administrar a
aproximadamente. '1‘ ug/ kg, aﬁ;oximadamente 10 ng/ kg,
aproximadameﬁté. 20 -uq/kg,- aprﬁximadamente 50 ug/ kg,
aproximadamente - 100 ug/kg,-.jéproximadamente 200  npg/kg,
aproximadamente 300 ug/ké,- —apgéximadamente 400  pg/kg,
aproximadaménte. 500 pg/kg, " 'aproximadamente 1 mg/kg,
aproximadameptg 2 n@/kgf-d‘aproximadamente 3 mg/kg, En una
modalidad preferidaf‘el‘énticqeréq ghti~NGF es administrado a
una dosis en ﬁn intervalo .désaé :aproximadamente 3 ng/kg a

aproximadaménte 3000 ug/kg. En otra modalidad preferida, el
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anticuerpo_gntiéNGF se.admihisﬁra“a-una dosis de 100 pg/kg.
En otra ﬁodalidad preferiaa,;.el énticuerpo anti-NGF se
administra a..ﬁna dbsis' de _200'_ug7kg. En otra modalidad
preferida, el énticuéréoaaﬁti-NGF éé administra a una dosis
de 300 ug/kg. .En ofrq modaiidaa-'preferida, el anticuerpo
anti-NGF se,admihistra aruna.dosisude 400 pg/kg.

_Para édministraciones:lrepetidas por varios dias,
semanas o meseé o més tiempo, depgndiendo de la afeccidn, el
tratamiento és:mantehido'h;sfa gue una supresidén deseada de
sintomas ocurre o hasta éﬁe“'sé' atcanzan los niveles
terapéuticqs'Sﬁficientes (pé: ejééplo, reduccidén del dolor).
Un régimen de désificacién‘ejempiar comprende administrar una
dosis inicial én'uﬁ intervalo dé,géroximadamente 3 pg/kg a
500 pg/kg, seguido pgr‘uha dosié'dgimantenimiento mensual de
aproximadaménte 3 ug/kg'é SOopé)kQ-del anticuerpo anti-NGF.
En otra‘mo&élidad, una dosis'deléproximadamente 200 ug/kg se
administra una -vez cada ﬁes. Eﬁ todavia otra modalidad, una
dosis de aprdximadamente Aob ug/kguéé administra una vez cada
dos meses. Sin embaréo, btros“';égimenes de dosificacidén
pueden ser utiles, depeﬁdiendo ae.la'coﬁfiguracién de retardo
farmacocinééico-que el ﬁédicb desee lograr. Por ejemplo, en
algunas ﬁodalidades; se ﬁqntempla la dosificacidn ge una a
cuatro veces por semana.lsin embggéé, dada la larga duracién

del alivio del-dolor'por lbs'anti¢Uerpos anti-NGF, se puede
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US&Y menos dosificaciénlfrecuéntéL En algunas modalidades, el

anticuerpo.ahti4NGF se administné'una vez cada semana, una

vez cada.2”seménas, una‘yéz cadé 3 éemanas, una vez cada 4

semanas, unaIVéZ'cada 5 semanas,'gna'vez cada 6 semanas, una

5 vez cada 7 éeménasp'uﬁa've;.cada_é;semanas, una vez cada 9

semanas, una vez cada 16 seménas,‘#na vez cada 15 semanas,

una vez cadé éO semanas, uﬁa ﬁeg'cada 25 semanas, una vez

cada 26 ,semangé,l'o mas :tiempOu En algunas modalidades, el

anticuerpo anti;NGF.se administra uQé vez por 1 mes, una vez

10 cada 2 meses; uha véi_cada 3 meség, una vez cada £ meses, una
vez cada 5 meSeé, una vez éadavGLEeSes, 0 mas tiempo.

cho ée describe adeﬁés':en el Ejemplo 6, en una

modalidad. p£e£erida, un anficuerpo anti-NGF de la invenciédn

se administra jpér ejémphj a-un:hqmaﬁo) intravenosamente a

15 una dosis en un intéfvald‘de O.l“mg[kg a 0.2 mg/kg, de manera

preferible 0.15 mg/kg, - unaerééu_éada 12 semanas. En otra

modalidad préfe;ida, un-anticuéf§o anti-NGF de la invencién

se administra.(pof_ejemplé, a:un hgmano) subcuténeamente a

una dosis gn-:uh intervaio  de 0.2 mg/kg a 0.4 mg/kg,

20 preferiblemente O.B‘imq/kg,.'qna‘nvezt cada doce semanas. En

todavia otras modalidades, un"ghticuerpo anti-NGF de 1la

invencién éé‘administra a una AASis en un intervalo de 0.1

mg/kg a 3 mg/kg' o'en un intervéiq de 0.1 mg/kg a 30 mg/kg, o

en un intervaloldé O.l_mg/kg'a 20 mg/kg, o en un intervalo de

25 0.1 mg/kg a 10 mg/kg, o en'_un‘ intervalo de 1 mg/kg a 30
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mg/kg, o en‘xﬁl intérvalo de Jf‘mg%kg a 20 mg/kg o en un
intervalec de 1 ﬁg/kg a 10'mg/ké;f“

Ts éspecialmente‘ ‘ yehtajoso formular las
composicionés'parehterales,en forma de dosificacidédn unitaria
para facilitafﬂla adm;nistragién.y“uniformidad de la dosis,
La forma de dosificéﬁién-unitarié‘cpho se usa en la presente
se refiere a ﬁnidades -fisi;aﬁéﬁ£e' discretas adecuadas como
dosificacidﬁés ?nitarias para .ibsr sujetos a ser tratados;
cada unidad contieﬁg unalcéntidéd prgdeterminada de compuesto
activo calculé@o.para prodddir el;efecto terapéutico deseado
en asociacidén con ‘él ‘ﬁortador”‘fafmacéutico requerido. La
especificaciéh ﬁgra las - formas &é @osificacién unitaria de 1la
invencién éé; dictan por y depéﬁaen directamente de (a) las
caracteriSticés_ ﬁﬁipas del cdmpuesto activo y el efecto
terapéutico paf;iﬁular_a'sérAlogrado, y (b) las limitaciones
inherentes en la téénicé-de'comp;periun compuesto activoe para
el tratamienfo. de sensibilidadﬁﬂen. individuos. Por ejemplo,
iocs ejempléﬁ ﬁo limitativgs' de.flas- formas de dosificacidn
unitaria'inclﬁyen 0.2 mg fcorréépondientes a una dosis de 3
Mg/kg en una p‘ersor?a -de: a.'proxigr‘aaaé}pente 70 kg}, 2 mg {que
corresponden ‘2 una 'dogis .de.IBQ‘_pg/kg en una persona de
aproximadamente—70 kg).y 1 mg ]qde éorresponden a una dosis
de 100 ug/kg en ‘una persona-dé aproximadamente 70 kg).

.Los ;éjemplos dg antiéxidantes farmacéuticamente

aceptables inCiuyen; (1) antiqxidéntes solubles en agua,
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tales como écido ascérbico, clorhidratec de cisteina,
bisulfato de sodio,’ﬁetabisulfitEJdé sodio, sulfitcoc de sodio
y similares{.(Z) antioxidantes éalgbles en aceite, tales como
palmitato Tde ~ascorbilo, 'hiafgxianisol butilado {(BHA),
hidroxitoluen@;butilado (BHT),ileci;ina, galato de propilo,
alfa—tocoferol;¢ y similaréé;' y (3) agentes quelantes de
metal, tales com$ : ééido , ci#ri§o, dcido etilendiamin
tetraacético . iEDTA), 'sorbitoi, !_écido tartéarico, acido
fosférico,:§ similares.

Las E formulécioneé . . pueden presentarse
convenientemente en la forﬁa-de dosis unitaria y se pueden
preparar por cualesquiéra méthqéjcohocidos en el arte de la
farmacia. Lé‘fofma de dbsificaciénuuﬂitaria como se usa en la
presente ;e refiere a . ﬁnidédes fisicamente discretas
adecuadas. comQ- dqsificaciones .unitarias para los sujetos a
ser tratados; cada :uhidad“-“épntiene una cantidad
prédeterminadg del comﬁuesﬁo-actiﬁo calculado para producir
el efecto terapéutico deseado énfaséciacién con el portador
farmacéutiéamente .requerido; La cantidad de ingrediente
activo qﬁe se:puede combipar con un material portador para
producir uﬁé : forma - de - dosiﬁi&écién unitaria variara
dependiendo del‘sujeté é ser trgtédd; y el modo particular de
administrag%én, “La canfidad dé”.inérediente activo gue se
puede combinar ‘con  un matefia;"portador para producir una

forma de dosificaciédn 1nica genéralmente serd aquélla
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cantidad de lthombosicién que bfgduce un efecto terapéutico.
Generalmente, 'dei c;en 'p§r‘ cienEO} esta cantidad wvariaré
desde aproximadamen£e 0.001  pQ%- ciento a aproximadamente
noventa po£  éiento del .ing%éQieﬁte activo, de manera
preferible " desde aproximadameﬂte 0.005 por <ciento a
aproximadémenté-TO por ciéntc,.de forma més preferible desde
aproximadamente: 0.01 po# .Ciéntp & aproximadamente 30 por

ciento.

Las - frases “admipistrécién parenteral” Y
administra&é parenteralmente” como se usa en la presente
significav modos. de éd@inistracién diferentes de la
administraciéh'énté;ica j topica, ﬁéﬁalmente por inyeccién, e
inbluye, _sip limitacién, .“"inyeccién intravenosa,
intramuscular,"-intraafterial,:__rntiatecal, intracapsular,
intraorbital, int:acardiaca,> ;ntradérmica, intraperitoneal,
transtraqﬁeal,;' subcutanea, subcuticular, intraarticular,
subcapsular, :subarachoide;' ;n£¥éespinal, epidural e
intraesternal e infusidn. .

Los éjemplos ‘de portagdreé acuosos y no acuosos
adecuados .que - se pueden’ .emplear en las composiciones
farmacéuticas aé la'inveqcién inclpyén agua, etanol, policles
(tales como giicerol,  prépilengliéol, polietilenglicol, vy
similares), y _mezclas adécﬁadaéA'de los mismos, aceites
vegetales,_talés como aceite &e,éliva, y ésteres organicos

inyectables; téles Como "oleato de etilo. Las fluidez
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apropiada ge .puede mantener, ﬁér ejemplo, por el uso de
materiales def—fevestimiéhto, féles. como lecitina, por el
mantenimiente del tamaﬁo:de'pérticﬁia requerido en el caso de
dispersiones, Y. por el ﬁso de téqgioactivos.

Estas’ cdmpoéiciones:J_taMbién pueden contener
adyuvantes:itales como presérvativos, agentes humectantes,
agenteé émulsionantes y ”égentes .dispersantes. Los ejemplos
particulareS"dé adyuvanﬁes'-éue“ ébh bien conocidos en la
técnica incluyen, por éjempio;.adyQVantes inorganicos (tales
como sales de aluminio; por ejempld, fosfato de aluminio e
hidréxido de aluminio}, adyuvgntes organicos (por ejemplo
escualéno}, adYu?antes é..base de “—aceite, virosomas {por
ejemplo virésémas - que . contignéﬁi una neuraminidasa Y
hemaglutinina unida a la némbrgné_derivada del virus de la
influenza)i.- | ‘

Lé prevencién de lé p;ésencia de microorganismos se
puede asegura#' tanto por .pro;edimiéntos de esterilizacidn,
supra, como : per .- la. .inclusiéﬁ de varlos agentes
antibacteriales. vy antifﬁﬁgibqs;‘.-por ejenmplo, parabeno,
clorobutanol;-ébido fenol sérbiéq,uy.similares. Tambrién puede
ser deseqblé incluir en las composicicnes agentes isotoénicos,
tales como a;ﬁéares; clo:urq de SQdio, Yy similares. Ademas,
la absorcién.pgolongadé de la ferma farmacéutica inyectable

se puede llevar a cabo por 14 -inclusién de agentes gque

retardan la. absorcién tales como.monoestearato de aluminio y
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gelatina. .,"-1' _ ', ";u

.Cﬁandd los compuéstos de la presente invencidn se
administran COﬁO‘ férmacéuticos, 'Q' humanos y animales, los
mismos se pﬁedén admiﬁistrgr 801051 © como una composicién
farmacéutica que contiene, pof'gjémﬁ;o, 0.001 a 90% (en forma
mis preferible, 0.005 a 70%, -tal como 0.01 a 30%) de
ingredienter 'aétivo en_' combinacidn con un portador
farmacéuticameh?e'acéptable3

A pegar dé_la'via de"a@ministracién seleccicnada,
los compuestOs: de la .pieseﬁtevrihvencién, que pueden ser
usados en uné férma hidratada adéCﬁéda, y/o las composiciones
farmacéuticés de 1la presenﬁe invencidén, se formulan en formas
de dosificaciép 'farmacéuticamenﬁe:_aceptables per métodos
convencionales conoéidosA'pqr aqﬁel;bs de experiencia en la
técnica. ' o

Los niveles de . dosificacién reales de los
ingredientes activé; en lag com§05ic%ones farmacéuticas de la
presente inveﬁgién se pueden variar a fin de obtensr una
cantidad del ingredienteﬁ activom,lai cual sea efectiva para
lograr 1la resphesta terapéutiéé.ldeseada para un paciente,
composiciéﬂ;.y'modo de administfééién particular, sin que sea
téxico  para -_el. paciente. 'E; nivel de dosificacidn
seleccionado .deéenderé  de " una - variedad de factores
farmacocinéticos inélnyén&o-la'aétividad de las composiciones

particulares de la presente invencidén empleada, o el éster,
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sal o amida~del-mism§, la vié.denédﬁ@nistracién, el tiempo de
administraqién; Ala veloci&ad 'dé‘ excrecion del compuesto
particular que .sea empléado, ‘la duracidén del tratamiento,
ctros férmacés,' éompuestos. y)o.; materiales usados en
combinacién con las'ﬁompésipionéé;pérticulares empleadas, la
edad, sexo,'pegb, condicién,-sélﬁd general e historial médico
previo delr éaciente que esté"giéndo tratado, y factores
similares. bieh'coﬁocidos eh las artes médicas. Un médico o
veterinario ‘qﬁg 'tiene_ expériencia-,ordinaria en la técnica
puede determinar vy ﬁ?escfibir_fééilménte la cantidad efectiva
de la composicién farmacéu;iéa..;équerida. Por ejemplo, el
médico © véferinario podria-inigiar dosis de los compuestos
de la invenciép eﬁpleados en 1la composicidn farmacéutica a
niveles infe;iqrés que aQUéllos regueridos para alcanzar el
efecto terapéutico 'deSeédo~ e .incrémentar gradualmente la
dosis hastaIQué_se logre el eféct§ deseado. En general, una
dosis adecﬁéda diaria de uqa‘comﬁosicién de la invencidn sera
aquella bantidad 'del cdmpuestb'.la. cual es la dosis més
inferior efeCtivé para préduCir un- efecto terapéutico. Una
dosié efectiva ge%erélmente__ éepeﬁderé de los factores
descritos antériormente( |

Las . composiciones 'terapéuticas se pueden
administrar coh-dispositiﬁos méaiqos.conocidos en la técnica.
Por ejemplo, en una Amddélidad. ﬁféferida, una composicidn

terapeutica de la invencidn- se puede administrar con un
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dispositivo de inyeééién‘hipodérﬁicaisin aguja, tal como los
dispositivos descritos -en las.fé§éntes Norteamericanas Nos.
5,399,163,fil5;383,851, ' 5,312,535, 5,064,413, 4,941,880,
4,790,824, o 4,596,556. Los ejémplog de médulos e implantes
bien conocidcsiﬁfiles,en'ia'presénte invencién incluyen:; la
Patente Norteamericéna Né; 4,&8?:603; que describe una bomba
de microinfﬁéiéh implantable'paféndispersar el medicamento a
una velocidad _controlada;"la  Patente Norteamericana No.
4,486,194, qué, deécribe un diépqsitivo terapéutico para la
administracién'gdé medicaméntos a/ -través de la piel; la
Patente Norteamericana Né. 4,4&{;235, gue describe una bomba
de infusién-ée:medicamehto par%;adﬁihistrar el medicamento a
una velocidéd.de infusidén préciéé; la Patente Norteamericana
No. 4,447,224, que déscribé .un. aparato de infusién
implantable de: flujo va#iébie pafé' continuar el suministro
del farmaco; la Patente Nbrtéaﬁeriéana No. 4,439,196, que
describe unlhsigtema de suminié#ro‘ de farmaco osmético que
tiene compgrpimieqtos de .camaras multiples; y la Patente
Norteamericana:'Nq. -4,475;196, que <describe un sistema de
suministro dél‘ farmaco ;OSméﬁiqp;ﬁ'Muchos otros implantes,
siétemas del_administrécién} ;y._médﬁlos son  conocidos por
aquellos de experiencia.en la técgical

Eﬁ ~ ‘clertas . mdda;idades, los anticuerpos
monoclonaies dé'la invencién se pueden formular para asegurar

la distribucién in -vive. Por ejemplo, la barrera sangre-
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cerebro (BBB): excluyé : -muchdS” compuestos altamente
hidrofilicos. Para aseéuraf qpe loé compuestos terapéuticos
de la invenéiéﬁ.cruzan'la BEBfksi se desea), los mismos se
pueden forﬁglar, por ejémplo} eg liposomas. Para métodos de
manufaétu%a dé- liposomas; ver; .por ejemplo, las Patentes
Norteamericanas: 4,522;811;' '5,374;548; y 5,399,331. Los
liposomas pueden compreﬁder'una Qfméé porciones los cuales se
transportan | de. maneré selectiva,'en érganos o células
especifibaéf por _consiguieﬁte. mejoran el suministro del
farmaco ébjetivo: (ver, _éb; ejemplo, V.V. Ranade (1989) J.
Clin. Pharmécbl. '29E6é5)} : Lgs”.iporciones de objetivo
ejémplares incluyen félatoﬁ b-ibiotina (ver, por ejemplo,
Patente No;teamericéna I5,416,Oi6;‘de‘ Low et al.); manosidas
(Umezawa‘ et al, . (1988) ~Bioqhém; 'Biophys. Res. Commun.
153:1038); antibuerpbs'(P;G, Bloeﬁan'et al. (1%9%5) FEBS Lett.
357:140; M. Owais et al. .(1'955‘5) Anlii::i.microb. Agents Chemother.
39;180); el receptor de prétéina A'tensioactivo (Briscoe et
al. (1995).Aﬁ.'J. Physiol. 1233:134{, especies diferentes de
las cua;eé pueden comprender  las formulaciones de las
invenciones, 'ééi como también cdmpohentes de las moléculas
lnventadas; IpléO (Sch#eier ‘et malpl (1994} J. Biol. Chem.
269:9090); wver. también‘ K. Kéinaﬁeﬁ; M.L. Laukkanen (1994)
FEBS ILett.. ' 346:123;. J..J.-‘ Killion; I.J. Fidler (1994)

Immunometbods 4;273.
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V. Métodos dé Uso de Anticuerﬁos de. la Invencidn

En otro-.aspecto, la inﬁencién'proporciona un método para
tratar, por ejemplo, ‘ateﬁuaf Be] ;inhibir una afeccidén o
enfermedad 'felacionada' con  NdE.uen' un  sujeto, el método
comprende ééminist;ar al sujéto el anticuerpo anti-NGF de 1la
invenciénl Préferiblemenfé, el anticuerpo anti-NGF se wusa
para atenuar'o*aliv;ar‘ei doibrt ﬁbf ejemple, dolor asociado
con una enfgrmedad 'o‘ afeécién,‘en. donde el desarrollo o
mantenimiento del dolof es‘nediado,'al menos en parte, por
NGF. Los ejemploslno limitativqs de la afeccidn o enfermedad
relaciona&a c&ﬁ NGF'inclﬁye dolor inflamatorio, dolor post-
gquirlirgico, dolor ppstFOEefatorLQ‘kincluyendo dolor dental),
doior neuropatico, ~neurbpatﬁa‘_'periférica, neuropatia
diabética, “doldr por f?actura,:.ﬁélof de articulacicnes por
gota, néurélgia'post—herpétiéa{ dolor por céancer, dolor por
ostecartritis ;'o. artritis reunatoide, ciatica, dolores
asociados con :crisis‘ de .células"falsiformes, dolores de
cabeza (por,ejemplo,Amigraﬁaé;‘ddldr de cabeza por tensiédn,
cefalea higtamihica), disminorreé; 'endometriosis, fibromas
uterinos,‘ldolof musculoesquelético, dolor lumbar crénico,
fibromialgia,'ésguiﬁées,_dolor vis;éral, quistes de ovario,
prostatitis,. sindroMe lde doiorw pélvico crbnico, cistitis,
cistitis intersticial, sindﬁbmér-ae vejiga doloresa y/o
sindromg de.dcibr de vejigé{ dblgr asoclado con prostatitis

no bacteriana crénica, . dolor .en la incisién, migraia,
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neuralgia &el trigémino, doio; de quemaduras y/o heridas,
dolor asociadé' con 'traumét dolor asociado con enfermedades
musculoesqueiéticas,: é3pondilitis.'énquilosante, patologias
peﬁiarticulares, dolér de -métésﬁaéis 6sea, dolor de VIH,
eritromelalgia d dolor causédo.pgf péncreatitis © piedras en
el riﬁéﬁt ﬁélanbma maligna; sindrome de Sjogren, asma, (por
ejemplo, asma’ no. cbntrolada con"hiberreactividad bronquial
severa), tds : intratéble,‘ 'enfe:ﬁédades desmielinizantes,
alcoholismo crénico, apoplejiéhfsiﬁdrome de deleor taléamico,
dolor por ”tOXihas, dolor ?pr"qﬁimioterapia, fibromialgia,
trastornos inflématorios del intestino, sindrome de intestino
irritable, traétornés inflamatoriqside los ojos, trastornos
inflamatorioé de véjiga p' vejiga inestable, ©psoriasis,
afecciones de- la Vp;el céth'coﬁponentes inflamatorios,
quemadura del'ébl, carditis;_dérmétitis, miositis, neuritis,
enfermedadeé _-va8culares — del colageno, condiciones
inflamatorias éréniéas; dolor,inflaﬁatorio e hiperalgesia vy
alodinia asociadasi_ .dolor -ﬁegropético ¥ alodinia o
hiperalgesia "asociadas, dgléf '~ neuropatico diabético,
causalgia,;fddlér mantenido. éiﬁééticamente, sindromes de
desaferentaéién, dafio o-.aistncién del tejido epitelial,
alteraciones  de' la. -mdti;idaa,,_visceral en regiones
respiratoria, geniféurinéria,- §qspfointesinal © vascular,
reacciones " alérgicas .de 'ié_”“éiel, pruritis, vitiligo,

trastornos ‘gastrointestinales generales, colitis, ulceracién
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gastrica, ﬁléefés duodenaleé, vas;motor 0 zrinitis alérgica,
trastornos brpnduiales, ‘dispepsia, reflujo gastroesoféagico,
pancreatitis y ?i5ce£algia.' ‘

Adéméé, NGF se'ha_impli;adb en la proliferacién de
canceres tales:como cancer dé‘pféStata, céncer de tiroides,
cancer de puiméﬁ, prGlactinoma'yiﬁelanoma. Por consiguiente,
en otra mﬁ&alidﬁd[ la enférmedéd 0 afeccidén relacionada con
NGF que se puéden tratér»uSando ﬁn.ghticuerpo anti-NGF de la
invencidn es céncef, -pfeferibiémepfe cancer de probstata,
céancer de 'ti?oides, .céncefAfaé' pulmén, prolactinoma o©
melanoma. Pb£c§nsiguiente, en‘ﬁﬁra modalidad, 1la invenciédn
también proporgioﬁa_ un “métodd para tratar céncer en un
sujeto, prefé;iblemente' ééncer ¥de préstata, cancer de
tiroides, cancer dé‘.puimén,l'pfblaétinoma © melanoma, gue
comprende administrar un anticﬁégpé anti-NGF de la invenciédn
al sujeto.f’\. |

" AGn -mas;_ en otra lqual;dad, la enfermedad o
afeccidn relacionéda con'NGF puede -ser VIH/SIDA. El1 blogueo
de NGF que usa un éntibﬁerpo.anéi-NéF de la invencidn puede
bloguear mééréfagos infectadéé n.con VIH, tratande asi
VIH/SIDA. ?br.consiguiente{ en étra modalidad, la invenciédn
también proporcioﬂa_ un ﬁétodo‘ ?ara_ tratar VIH/SIDA en un
sujeto, que COmpfenQe.admiﬁistrar"tn anticuerpo anti-NGF de
la invencién al sujeto. |

Las -enfermedades . y condiciones particularmente
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preferidas para el tratamiento aénécuerdo con los métodos de
la invenciéﬁ incluyen dolor iﬁflamatorio (particularmente
dolor - por dsteoérﬁr;tis o) _artritis reumatoide), dolor
musculoesqueléticé (particﬁlarmente- dolor lumbar crénico),
dolor por céncer, délﬁr- neugbpéfico (dolor neuropético
particularmenfe;_ diabético), églﬁr- de metéstaéis bsea,
cistitis iﬁtefsticial/sind;ome :ﬂe vejiga dolorosa; delor
asociado 'con"proétatitiS‘_no .bépte;ial cronica, dolor de
endometriosis'y/o.fibromas ﬁterinoé;'y delor postoperatorio.

El dolor .y/ﬁ otro$. §iﬁ£omas asociados con la
endometriosi§: ;y/o fibromas :ﬁterinos pueden comprender
dismenorre5; dblor pélvi¢o‘crén;éo no menstrual; dispareunia;
disquexia} menprraqia;,doior de'espalda o abdominal inferior;
infertilidadfy:subfgrtilidad} d%sﬁfia; hinchazén y dolor en
la miccién; nausea, Véﬁito y/o d;érrea. Los sintomas también
pueden  comprender sintomas '::elabionados con lesiones
endometriéficas -0 fibromas. iocalizados fuera de la cavidad
peritoheai ihclpyendo | por ejemplo el sindrome de
endometriosis torécica; 'ménifeéfédo COomo hemoptisis,
neﬁmotérax o hemotéré%, y' leiomipsisr pulmonar manifestada
como disnea y una masa ﬁulmonar"

En una _modalidadl pgftiéularmente preferida, un
anticuerpg anti—NGF'de lé-;nvencién‘es usado para tratar el

dolor. Prefériblementé, . el tipo : de dolor tratado se

selecciona del grupo que consis§e dé dolor por ostecartritis,
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dolor lumbar crénicé; doior.neufbpéﬁico diabético, dolor por
cancer vy endémétriosiS'y/o.doldf_por fibromas uterinos. Por
consiguienﬂé;.'en una 'modali&éa preferida, la invencidn
proporciona uh_n@fodo para trétar dolor en un sujetc, gque
comprende admiﬁisfrar un'aﬁticuerpd-anti—NGF de la invencidn
de’ tel manera qué_-el. dolqumeh_.el sujeto es tratado.
Preferibleménﬁe; el deloxr se sélecciona del grupeo que
consiste: déi dolor por ostgoartritis, dolor lumbar créénico,
dolor nedropétiCO'aiabétiEo, doio¥ por cancer y endometriosis
y/o dolor pdr-:fibrqmas 'uﬁerinos.waor consiguiente, en una
modalidad, la invencién propo;@iénaiun método de tratamiento
del dolor ._§s£eoartri£ico v.en{. un = sujeto que comprende
administrar un .anticuerpb ,ahti—ﬁGF de la invencidén de tal
modo que-el d@lor osteoartritiéo en el sujeto es tratado. En
otra modalidéd; la invénciéh .pfbporciona un método para
tratar el dolor lumbaf crénico‘ﬁen: un sujeto que comprende
administrar un anticuerbo antiéNGF_dé la invencidén de manera
que el doiEr. lumbar crénicé en el sujeto es tratado. En
todavié. 6tra modalidad, 'ig invencidén proporciona un método
para tratar él*dolo; neﬁropéticg &Iabético en un sujeto que
comprende admin;strar'ﬁn anficﬁgrpq'anti—NGF de la invencidn
de modo que .el -dolor ﬁeuropéticg‘diabético en el sujetc es
tratado.'Eﬁ'todavia otra modélidad, la invencidn proporciona
un métbdé paré'tratar el‘qolor por ‘cancer en un sujeto gue

comprende administrar un anticuerpo anti-NGF de la invencién
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de tal mane£53 que .el ﬁolor pgft.;éncer en el sujetoc es
trétado. En_todavia 6t£a_mddalidaa, la invencidén proporciona
un métedo para tratar él dolor:pgr‘éndometriosis y/o fibroma
uterino én:un‘sujeto que comﬁrende administrar un anticuerpo
anti—NGF. de :la_ invencidén de : modo que el dolor por
endometriosis oifibroma utefiﬁo ep‘éi sujeto es tratado.

En otra mOdalida&,V ;a-_invencién properciona un
anticuerpo _anti+NGF coﬁo se de§ériﬁe en la presente para
tratar una enférmedad relacionada con NGF. Los ejemplos no
limitativos dé‘ las 'enfe;medades 'p condiciones relacionadas
con NGF inciufen aqué}las iistadaéi anteriormente. En otra
modalidad, 1la 'invencién 'prﬁpdrciéné un anticuerpo anti-NGF
como se dgscribe en la pfesénté 'éara el tratamiento del
dolor.‘Eq todavia otra modalidad, la invencién proporciona un
anticuerpo anti-NGF.como'se,descf;bé en la presente para el
tratamiento &ef dolor #eleccionado'del grupo que consiste de
dolor ostecartritico, dolor lﬁmbég'érénico, delor neuropéatico
diabéticp, rdblbr por céncef_ y"délor por endometricsis vy/o
fibromas _uter;nbs.‘ En todavia -dtra. modalidad, 1la invencién
propercicna uﬁfantiéuérpo gnti;NGFn&omo se describen en 1ia
presente pafa .el tfafamienté del' dolor osteoartritico. En
todavia otra - modalidad, iéj”'ihﬁencién proporciona un
anticuerpo;aﬁti;NGF como se.deéCIibe en la presente para el

tratamiento del dolor lumbar crénico. En todavia otra

modalidad, 1la invencidén . proporciona un anticuerpo anti-NGF
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como se &escriﬁé‘en'la pfesente para el tratamiento de dolor
neuropadtico ' diabético. : En  .th§§ia otra modalidad, 1la
invencidn proporciona un anﬁidugrp@'énti—NGF como se describe
en la presgnte'para el‘tratamieptovde dolor por céncer. En
todavia ofra  dealidad,- .la__ invencién proporciona un
anticuérpo anti—NGF'Como ée describe en la presente para el
tratamiento &e Holo:-pér,endémet;igéis y/o fibromas uterinos.
En. una modalidad péfticulér{'.la‘.invencién proporciona un
método para ~atenuar o inhibifn_ei' aolor en un sujeto, el
método cﬁmﬁrendé adminisﬁrar a un sujeto un anticuerpo anti-
factor de crecimientone;viosq (NGF)‘que comprende una regidn
constante de I§G4 huména, en dondé: la regién constante de
IgG4 humana . comprende ;a secﬁenCia'de aminoacidos de SEC 1ID
NC: 10, vy en'ddhde el anticﬁerpOyaiivia el dolor en el sujeto
por una duraciéﬁ de al mégds aproximadamente cuatro semanas a
aproximadamente' doce semanas (0 “ai menos cuatro a doce
semanas, o ai genOS'buétro semanas;jo al menos ocho semanas,
o al menos-doée semanas, o §qf”uﬁ§ a doce semanas, © por
cuatro a dpcé'éémanas o,pof‘ochdna doce semanas) después de
la administfac;én de unaldbsis-ﬁnica del anticuerpo anti-NGF
a un sujeto. .Prefériblemente, eiu.dolor se selecciona del
grupo que eonéiste'-de dolor . 6s§edartritico, dolor lumbar
crbnico, dolor.neuropético diébéfidoh dolor por céancer, dolor
por endomefridsis Y dolof"lpor fibromas uterinos.

Preferiblemente, el anticuerpo anti-NGF se administra a una
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dosis eﬁ 1#& intervalo desde. apfoximadamente 0.1 mg/kg a 3
mg/kg, o de O;l:mgfkg a 3 mg/kg, o de aproximadamente 0.1
mg/kg a aprokimédamenté‘30 ﬁg?kgr.o Ae 0.1 mg/kg a 30 mg/kg o
a uno de los otros ihte;valés'de“aoéificacién descritos en la
Fresente.

En otra modalidad . particular, la  invencién
proporciona un ﬁétodo papa atenuafwg‘inhibir una enfermedad o
afeccidn relécionada' égn' un .factof- de crecimiento nervioso
(NGF) en un -sujeto de manéra'éte"ﬁn-gfecto de rebote se evita
en el suje;d;-él método coﬁpréhdé‘administrar al sujeto un
anticuerpo .anti;NGF que ,cémprende una regidén constante de
IgG4 humana, én 'dohde la - regiéﬁ_,qénstante de IgG4 humana
comprende uné ﬁutaci5n dé la-req1§nide bisagra a la posiciédn
del amincacido 108 de SEC ID-NOGQ; y en donde el anticuerpo
tiene una seﬁivida de elimiﬂaciéh’£érminal en un humano de al
Menos 1O<3OAdiaé (o al menbs 10 dias, o al menos 15 dias, o
al mencs 20 diasj o'a; menos -25 aiaé, o al menos 30 dias, o
al menos 40 dias, 5 en'un_intérvqio de aproximadamente 10
dias a aproximédamente-40 diasfﬁq'en un intervale de 10-40
dias, o) Téﬁ' Aun intervalo -.ae. aproximadamente 15 a
aproximadamentel30.q1as, o én un intervalo de 15-30 dias), en
donde el anticqefpo se_administra*al sujeto a una dosis y a
una frecuencia de téi.maﬁera quemun‘éfecto de rebote se evita
en el sujetol Preferiblemente;fié-serina en la posicién de

aminodcido - 108 de SEC ID NO:9 es mutada a prolina.
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Preferibleméﬁfe{.la regién consﬁéhte de IgG4 humana comprende
la secuencié._ dé_. aminoécidbs de SEC 1D | NO: 10.
Preferiblementé, el anticuefpc compife para unir a NGF con un
anticuerpo que compfénde ﬁna ;egidnlﬁariable de cadena pesada
que comprendé Ig secuencia de‘éQiﬁoécidos de SEC ID NO: 1 vy
una regiéﬁ"va:iable de cadeﬁa' ligera que comprende la
secuencia de aminoégidos de SEC'ID NO: 2. Preferiblemente, la
enfermedad ,o.: éfeccién ' felacioﬁada con NGF es dolor
seleccionado del grﬁpo'qﬁe cogsiéte de delor osteoartritico,
dolor lumbaf‘cfénico, dolor_neﬁrogético diabético, dolor por
cancer vy aolor_ por endometriogis y/o dolor por £fibromas
uterinos.’ Preferiblementé, él - anticuerpo anti-NGF se
administra afuna‘dosis.eh ﬁn‘interalo desde aproximadamente
0.001 mg/kg a apgoximaaamentet'Sd mg/kg, en forma mas
preferida de O 1 mg/kg a 3 mg/kg, o a uno de los otros
intervalos ' de d051s descritos en la presente. En.forma mas
preferible, pata evitar un efecfo,de.rebote, el anticuerpo se
administra a- us interval@ aedo§i§'inferior, por ejemplo en
un intervalo de 0.001 ﬁg/kq a,l_mQ/Rg, 0 en un intervalo de
0.001 mg/kg a 1 mg/kg o en un iﬁtervélo de 0.001 mg/kg a 0.5
mg/kg o en:ﬁn intervalo ae.d.OOI mg/kg a 0.3 mg/kg, o en un
1ntervalo de 0. 01 mg/kg a l mg/kg o-en un intervalo de 0.C1
mg/kg a 0.5 mg/kg o O. 01 mg/kg a’ 0 3 mg/kg. En forma mas
preferlble, para evitar un efec;o.de rebote, el anticuerpc se

administra a. un intervalc de dosificacién inferior (como se
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describid antériormente) v a'inﬁér#alos mas frecuentes, tales
como una vé? éada semanaf p‘unadvez‘cada dos semanas, © una
vez cada buatroAseﬁanas.

La,invénc;én también “proporciona el uso del
anticuerpo antifNGF’de la inveﬁci@n.éara la manufactura de un
medicamentoA§aré uso para atenuérgé ‘inhibir una enfermedad o
afeccidn réiacionada con NGF'en'un sujeto. Los ejemplos no
limitativos de. las .enferﬁedadés .0 condiciones relacionadas
con NGF incluyen aqgellds.eﬁﬁmerdaés anteriormente. En otra
modalidad, la invencién\proporcigﬁa-un anticuerpo anti-NGF de
la invenciéﬁ‘para la mhnufactu%é:dé un medicamento para el
tratamiehtaide dolpr. En todévia‘otra‘modalidad, la invencidn
proporcioha tui'apticuerpa anti-NGF de la invencidén para la
manufactura "dé un, ‘mediéaméntplﬁ'para tratar el dolor
seieccionado del grupo‘que bonsisthde dolor ostecartriticc,
dolor lumbar, crénico, dolor'neQ£opético diabéticeo, dolor por
cancer y dolpr' por enaomeﬁripsis v/o dolor por fibromas
uterinos.-En tﬁdavia otratmodalidad,'la invencidn proporciona
un anticuerpod ahti—NGF'dé la invgnéf@n para la manufactura de
un medicamento para el‘trafamignfo'de doleor ostecartritico.
En todavia’-otra modaiidad, iq 'iﬂvencién proporciona un
anticuer?o.anti4NGF de la in%enpién para la manufactura de un
medicaﬁento pafa_el'trataﬁiento de dolor lumbar crénico. En
todavia otra modalidad, 1la “_iﬁgencién proporciona  un

anticuerpo anti-NGF de 1la invencién para la manufactura de un
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medicamento para el tratamieéto: de dolor neurcpatico
diabético.  Eni_ todavia otrél_umodalidad, la invencidn
proporcionaiuﬁ anticuerpo aﬁti—ﬁGF de la invencidén para la
manufactura de-un medicaﬁento ﬁara el tratamiento del dolor
por cancer.. En tpdavia “dtra 'Umgdalidad, la 1invenciédn
prbporciona un anticue%po anti—NGE'de la invencién para la
manufactura dg'un medicamento éaxa el tratamiento del dolor
Dor endbmegripsis “y/o fibromas uterinos. En una modalidad
preferidé, el:aﬁticuerpoﬁénti-NGE se administra a una dosis
en un intervéld de apfoximadamen;é:3 ug/kg a aproximadamente
3000 pg/kg, o a una doéis dé.loq,ﬁg/kg, o a una dosis de 300
pg/kg. En qtra modalidaa préferid@}-ﬁn anticuerpo anti-NGF de
la invencién se ,administré (por ejemplo, a wun humano)
intraveno;amenfé a una'dééis en un intervalo de 0.1 mg/kg a
0.2 mg/kg, 'éréferiblémenté  5.15 ﬁﬁg/kg, una vez cada 12
semanas. En otra modalidad bréferidé, un anticuerpo anti-NGF
de la invepcién se adﬁiniétra~-ﬂﬁof ejemplo, a un humano)
subcuténéaﬁente'a.una do;is.en_ﬁn iﬁtervalo de 0.2 mg/kg a
0.4 mg/kg, p#éferiblemente 0.3 'mg/kg, una vez cada doce
semanas. En Eodévia.otfgs‘mﬁdélidadég, un anticuerpo anti-NGF
de la invencidn se administ?a'ajuﬁa-dosis en un intervalo de
0.1 mg/kg ,a"3.r'ng/kg, o en'un"'in-'te;valo de 0.1 mg/kg a 30
mg/ kg, o_eﬁ un'intervald:de 0.1 mg/kg a 20 mg/kg, o en un
intervalo de‘O;l-mQ/kg a 10 mg/kg,‘o en un intervalo de 1

mg/kg a 30 mg/kg, o''en un intervalo-de 1 mg/kg a 20 mg/kg o
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en un intervalo de .1 ﬁ@/kg é_leﬁﬁﬁkg. Sin embargo, otros
intervalos ,de'_dosié. adecﬁadas~‘y' dosis se describieron
anteriormeqte‘eh'la seccidn de éomﬁosiciones farmacéuticas.

_Eh unérmodalidad'preferida, el anticuerpoc anti-NGF
se administra'intraﬁenbsgmente. Eh'ohra modalidad preferida,
el anticuerpb éhti—NGF'ge.administ:étsubcuténeamente 0 intra-
articularmente.. Sin rembargo,"qtfaé vias de administracidn
adecuadas se describieron .ante;ibrmente en la seccidén de
composiciones farmacéuticas.

En uﬂa modalidad-preferlQa; un anticuerpo anti-NGF
de la invenéiéh alivié 'el._dOlOr len un sujeto al cual el
anticuerpo -se -admiﬂistfa péﬁé" uﬁg larga duracidén. Por
ejemplo, en,ﬁné.modalidad, él éhticuerpo alivia el dolor por
una duraciéh qé al menos_ﬁna semana a aproximadamente doce
semanas (o por él ménos una_semané_q‘doce semanas) después de
la administracién dé.una'dosis ﬁn;ca del anticuerpc anti-NGF
a un sujeto. Eﬁ'otra modalidad;jéi'anticuerpo alivia el deolor
per una duraéiéﬂ de al menos_apfdkimadamente una semana (o al
menos una sémana)'despuéé ae 1a administracién de una dosis
tnica del antibuefpo apti;NGF a uﬁagujeto. En otra modalidad,
el anticuerpo alivié_el'dolo; ﬁb; ﬁna duracién de al menos
aproximadamehtefdos sémanas_(6 §i_meno5 dos semanas) después
de la admihiétrgcién de una doéié ﬁnica del anticuerpoc anti-
NGF a un-sujétg. Eq otra-ﬁodalidad,_el anticuerpo alivia el

dolor por wuna duracién ‘de al mencs aproximadamente cuatro

.
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semanas {o al . menos - cuatro semanas) después de la
administracién:de una dosié ﬁnica del anticuerpoc anti-NGF a
un sujeto. En otra ﬁodglidad/'elfaﬁticuerpo alivia el dolor
por una duraciéﬁ de =zl menoé_aproﬁimadamente ocho semanas (o
al menos_oého éemanas) deépués de lé administracidn de una
dosis unica ‘dél 'anficuerpo _antiQNGf‘ a un sujeto. En otra
modalidad, ei énticuérﬁo'aliﬁia'el.dolor por una duracidn de
al menos aprokimadahente doéeﬁ”seﬁanas {fo al menos doce
semanas) desﬁuéé de la admiﬁistfaéién de una dosis tunica del
anticuerpo 'anti—NGF a @n' sujefo. En una modalidad, el
anticuerpo ali&ia él rdolor por  §¥$ duracién de al menos
aproximadameﬂte.cuatfo semanas aaproximadamente doce semanas
(0 por cuatro semanas a aoéé - semanas) después de la
administraqiéh‘&e una dosis_ﬁnibaldel anticuerpo anti-NGF a
un sujeto.'En_una'modalidéd, el anticuerpo alivia el dolor
por una duraci@n'de al menos aprﬁximadamente ocho semanas a
aproximadamente docé_ semanas (6'-pdr ocho semanas a doce
semanas) despﬁéé de 1la adminiétf;;ién de una dosis 1unica del
anticuerpofaﬁti—ﬁGF a un sujeto;"

- En 'otra-_modalidad,' el anticuerpo anti-NGF se
administra cgnﬁpnfamente con un segundo agente farmacéutico o
un segunde régimen dé.trétamientgh Ei anticuerpo y el segundo
agente, © el‘aﬁticuerp0'y el ségﬁpdo régimen de tratamiento,
se pueden TEaministrar o) realiiér de manera simulténea o,

alternativamente, el anticuerpo se puede administrar primero,
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seguido por‘el_gegUndo ageﬁte farmacéutico ¢ sequnde régimen,
o el segundo: régimén.'o agenfa.-farmacéutico se puede
administrar o fealiéar. primero, ™ seguido por el anticuerpo.
Los ejemplos v‘no limitativééj”Adé . los segundos agentes
farmacéuticoé'adecuados y seguﬁ&og.regimenes de tratamiento
se describiércn-aﬁteriormeﬁte en la seccidén de composiciones
farmacéuticas..l ' Los i -ségupdos.uh agentes farmacéuticos
particularmente reféridoé para Hqsqi en combinacién con un
anticuerpo de la invencién. séﬁiuahalgésicos opioides. Otros
segundos. agéﬁtgs farmacéuticds; preferidos para uso en
combinacidn conlun.qnticuérbo de la invencién son inhibidores
de TrkAa (po; éjémplo,_inhibidores'de TrKA extracelulares o
inhibidores de TrKA  inftacelulgnes; como se describe con
detalle en 1la seccién de éoﬁ?qéiciones farmacéuticas) e
inhibidoreéfae.La Proteina Cinaéé;C-(PKC).

"En todavia otré aspeétq, la invencién proporciona
un método paré;afenuar o] inhibir“bna enfermedad o afecciédn
relacionada con el factbfvde c;e;imiénto nervioso (NGF) en un
sujeto de mddb éue se evita un éfeéto de rebote en el sujeto,
el método éﬁmpfende adminisprar él sujeto un anticuerpc anti-
NGF de 1la invencién, tal comé un anticuerpo anti-NGF que
comprende una regiéq coﬁsténte dé“IgG4 humana, en donde la
regién constante de’ igé4' hpména-'comprende una mutacidn
(preferibleﬁeﬁté una mutacién éé la 'regién de bisagra) y en

donde el anticuerpe tiene wuna semivida de eliminacién



10

15

20

25

125

terminal-eﬁiﬁﬁ mono cynomolgus'aé al menos 15 dias. En otra
modalidad, el.-anticpe:po"tiene;'gna ‘semivida de eliminacién
terminal en- .un. mong éynomolgus- en un intervalo de
aproximadamente 15 aias é aprox&madémente 22 dias (o en un
intervalo dé :_15—22 ' dias),-' Q. ‘en un intervalo de
aproximadaﬁénté_lS dias alaproximadamente 28 dias {0 en un
intervalo déf, 15—28 dias),l .p _en un intervalo de
aproximadamente;él dias a.aproximadamente 28 dias (o en un
intervalo de 21—28‘diés). En o##é.modalidad, el anticuerpo
tiene una sé@ifida de eliminaciénnterminal ern una rata de al
menos 8'diéé. En todavia otra moaalidad, el anticuerpo tiene
una semivida Qe.eliminacién tefﬁinaL media en humanos de al
menos 10-30 dias (o al @eﬁbs'lq dias, al menos 15 dias, al
menos 20 dias,  al menos 25'diAShf§l menos 30 dias, al menos
40 dias, o-‘en'.un intervalo ée -aproximadamente 10 dias a
aproximadaﬁénte-40‘dias o en un intervalo de 10-40 dias o en
un intér§alo de-aproximadémente 15 a aproximadamente 30 dias
© en un inteﬁvalo de 15%30 dias)::Las mutaciones preferidas
inciuyen aqgel;as desciitaé con_'détalle anteriormente. LoOsS
anticuerpos préferidos.inclUyeﬂ_ghticuerpos anti-NGF de las
secuencias.'y/o' que tieneﬁ ‘lgs propiedades funcionales
descriﬁas- con 'detalle eﬁ_ la presénte anteriormente. Los
ejemplos no 'lfmitativés idé  ias\ éhfermedades o condiciones
reiacionadas con NGF incluyénU§quél1as descritas con detalle

en la presente anteriormente. ' La invencién también
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proporciona-el-uso de un antic@érpo anti-NGF de la invencién
para la mégufactu;a de ‘un medicamento para el usc en la
atenuaéiéﬁ of'inhibiciéﬁ' de una -enfermedad o afeccién
relacionada éod NGF_en'uh sujetg agltal manera que se evita
un'efecto dg_rgbote en‘el éujeto_(pér ejemplo, el anticuerpo
se administrara-una doéis 1% aluna.frecuencia de tal manera

que se evita un efecto de rebote en el sujeto).

VI. Articuldé de Manufacfufa:

También dentré dei-alqgnhé de la presente invencién
estén los 3its'que comp£endén ahpibuérpos de la invencién que
opcionalmeﬂte‘ incluyen inétrucciones para uso en el
tratamiento de;una énfermédad o afeccidn relacionada con NGF.
Leos  kits pdedén incluir uﬁé _etiqﬁeta que indica el uso
pretendido de los c&ntenidés"del.<kit. El término etiqueta
incluye cualqﬁier escritufa,'-ﬁétériales de mercadeo o
material dé'registro suministradd en o0 con el kit, o gue de
otra forma acpﬁ?aﬁe éi kit..

Por éjemplo,v_la in&enciéh: también proporciona una
composicidn .farmacéutiqa envésédé-len donde el anticuerpo
PG110 (qpe:tiené una cadena'pesadé como se muestra en SEC ID
NO:13 y quertigﬁe una cadeﬂa ligera como se muestra en SEC ID
NO: 16), o forﬁas‘dérivadas? comohse‘describe en la presente,
Se envasan dénfro de'pﬁ kit_é uﬁ-aiticulo de manufactura. EL

kit o articulo de manufactura de la invencidén contiene
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materiales ﬁt;lgs para él tfatam;énté, incluyendo prevencidn,
tratamientq‘.y/d- diagnéético dén‘ﬁné enfermedad o© afeccidn
relacionédé‘con'NGE en un sujetql En modalidades preferidas,
la enferﬁedad  O, afeccién relacionada con NGF es dolor
inflamatorio; (bartieularmenﬁé QOi5£ osteocartritico o por
artritis _ ‘reumatdide), ""_délér musculoesquelético
(particula;@enté' dolor' lumbar:.gfénico), dolor neuropético
(particuiafmenté_ dolor peufopético diabético), dolor por
céncer. (partiéﬁlérménte _dolo; dg metastasis 6sea), dolor
asociado con éndomatripsis y/o~.fi$;omas uterinos, y dolor
post-operatorio. E1 kip O érﬁicuio.de manufactura comprende
un contenedor Q'una etiqueté.O'inéérto del envase o material
impresq Qn' o ésociado _qdn el contenedor que proporciona
informacidn con.respecto.al-uso dé;»énticuerpo PG110, para el
tratamiento aezuna ehférmedad O'aféccién relacionada con NGF
descrita en la presenﬁe: |

Up'kif-o un articuio de-ﬁénufactura se refiere a un
producto en&asgao que comprénde-componentes con los cuales se
administra uniiantiéuerpo, PG110 bar# el tratamiento de wuna
enfermedad 'o | afecéién" ;eiaciqnada con  NGF. El1 kit
preferiblemgnte:comprende una‘éaié'o.contenedor que aloja los
componentes: del. kit, v tambiéﬁ"ﬁuede incluir un protocolo
para administrér el antiéuerPO' PG110 vy/o uﬁ “inserto de
envase”. La caja o. cénténédor aiqjé los componentes de 1la

invencién gque estan contenidos'_pfeferiblemente dentro de
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recipientes de'blésticé,.poiietileﬁé, polipropileno, etileno,
¢ propileno. Por ejeﬁplo, lésVQanehedores adecuados para el
anticuerpo wPGliO, incluyen,v p&r,Aéjémplo, botellas, wviales,
jeringas,.plumaé, etc.

El _férmiﬁo “inserto 'dg' envase” se usa para
referirse a lgs idst?uccioﬁes~ahébitualmente incluidas en
envases comerciales delproducf03”£efapéuticos, que contienen
informacién.'acéfca de las .indicééiones, uso, dosificacidn,
administracién, o contraiﬁdicaciones y/o advertencias
relacionadas_cén él.uéo‘de tales pr6ductos terapéuticos. En
una modalidad, él inéeftd‘dg énvase de la invencién informa a
un lector, inciuyendo un sujéfp;'pé; ejemplo, un comprador,
guien se adminiétraré el Pélld'péra el tratamiento, que el
anticuerpo -PGllb esta indicado ‘para el tratamiento de una
enfermedad o afgcbién felacionada‘coﬁ NGF como se describe en
la presente. Eﬁ una'hodalidad,'él_iﬂserto de envase describe
cliertos beheficios terapéuticés  del  anticuerpo  PGL10,
incluyendo;ei aiivio del‘dolor.‘Eh otra modalidad, el inserto
de envase ﬁuede incluir  ﬁna ‘descripcidén de 1la dosis del
anticuerpo PGllO.' En ptfa',mpdalidad, el inserto de envase
puede incluir una ‘aescripcién 'ﬂe 'ia via y frecuencia de
administracién fdel anticﬁeréoﬂ,ﬁéiiO. En otra modalidad, el
inserto.deféﬁva§e de la‘invenciéﬁ fambién puede proporcionar
informacidn a éujetOS'- quienes estaran recibiendo el

anticuerpo PG110 con respeéto a la .combinacidén de usos para
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propdsitos dejéeguridad % eficacigf'Por ejemplo, en ciertas
mnodalidades élzkit édémés cdmprende(una segunda composicidn
farmacéutica -que comprende un-thasédo terapéutico adicional
con o cp-p;dmoﬁido con insﬁ;ucbiahés para la administracidn
de ambos, aéen;és ‘para el tratamiento de una enfermedad o
afeccidn relacionadé.con‘NGF,_Laé;eﬁfermedades y condiciones
particularmeﬁteA prefé;idas .péra'”el ‘tratamiento que wusa los
kits de la.' invenciéh, -inEinen dolor inflamaterio
(particula:méhte. dolor .pof_ oétééartritis 0 por artritis
reumatoide); doiof musculoésquelético (particularmente dolor
lumbar créniqo), dolor neﬁropético {particularmente
neuropatia diabética), dolor pormqagéer y dolor de metéstasis
dsea, dolor'asqbiado con endométfi@sis y/o fibromas uterinos,
y dolor poSt;opefatorio.

-Ctras‘ médalidaaeé dé la presente invencién se
describen en'lbg SiguigntesiEjemplos.

La presenﬁé inﬁenc;én.‘se_:ilustra ademas por los
siguientes ejemplos que no fvsg- .deben considerar como
limitativosﬁ.rLos contenidos ‘de..ios Listados de Secuencias,
figuras vy todas lés reférenciésﬁ patentes y scolicitudes de
patentes publipadas citadas en " toda esta solicitud se
incorporan expresamehte‘eﬁ la prééénfe como referencia.

Ejémglés

Ejemplo 1. Construccién de un'Anticuerpo Anti-NGF, PG110,
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con una Regiéh de.Bisagfa de IgG4 Mutada

En e‘éte- ej‘emplo,- se cfga ‘una forma mutada de un
anticuerpo aﬁti;NGF'huﬁanizgdb intfoduciendo una mutacién de
Serina a Prolina en la reéiéﬁ' &§ bisagra de la regién
constante de‘Igéé. |

_Sé utiliZan la ;égién variable de cadena pesada y
la regién variéble de cadena_ligépg.del anticuerpo anti-NGF
humanizado élféDllﬁ' ﬁl' anticuérpo' alfaDl: humanizado se
describe con- ﬁés détalle enz_Iés‘.Eublicaciones de PCT WO
2005/06154Q-§'Wd 2006/13195i( ﬁé'éécuencia de aminoédcidos de
la regién.ﬁériagle'de cadena pesada de alfaDll (Hu-alfabDll Vy)
se muestra en la‘SEé ID NO:1l. La.seguencia de aminoacidos de
la. regién variable dé'cadéna ligera @e alfaDll (Hu-alfaDll V)
se muestra en _SEC ID NO:2. La's*-‘&_#egipnes CDR1, 2 y 3 de Hu-
alfaDll . Vf'seA muestran en .SECV ID Nos: 3, 4 vy 5,
respectivamente. Lé; regionés CDR1,. 2 y 3 de Hu-alfaDll Vi se
muestran en SEC:ID Nos: 6, 7 y‘S,lrespectivamente.

La secuenéia ‘dé éc;dén_nuéleico gque codifica Hu-
alfaDll Vy se énlaza al éxt;eﬁdHBf a la regidn constante de
1gG4-Pro dé‘hLbnza Biologic ‘(qﬁ€  codifica una mutacién que
altera €1 résidubl de ‘aminoéci@os. 108 de 1la secuencia
constante de- una‘ serina é una prelina). Una secuencia de
sefial derivada de IéGl‘dé murin;.seiintroduce en el extremo
5’ para produéiﬁ la secuencia dé Ach de cadena pesada de Hu-

alfaDll'coﬁbleta. La secuencia de aminodcidos de la regién
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constante &é IgG4 humana-de fipO'silvestre es conocida en la
SEC ID'N6:9, mieptras qué la secuencia de aminocdcidos de la
regidn constante de'IgG4thumana“mﬁféda se muestra en SEC ID
NO: 10. Dent;o de las SEC iD-ﬁosi_é y 10, el aminocacido gue
es mutado de serina (eﬁ SEC ID:NO:Q) a prolina (SEC ID NO:
10) se locéiiza‘en.la posiciéh ;08 de aminoacidos.

‘La éécuencia dé ~4cido - nucleico gque codifica Hu-
alfabDll V sé énlaza-al éxtrémonslua la regidn constante de
kabpa humana l(sumiﬁiétradé qux 'Lonza Biologic) y una
secuencia Q¢-séﬁal deri%ada'deAIgGl ﬁurina introducida en el
5¢ para cddifidar. una regiéﬁ variable de cadena ligera de
longitud compléta. |

Puesto que el. énticue:péi serd expresadc en el
Ovario de Héanmster ;Chino. Icélﬁlés CHO) se realiza la
optimizaciép' .dél codop '(Geﬁaait; usando el software
GeneOptim;Qéfm)‘que involucra la adaptacién de las secuencias
de anticuerpq‘é la-preferencia cQQéﬁica de genes Cricetulus
griseus (hémétér chiho{.-Adiéionalﬁénte, las regiones de muy
alto (>80%) .o muy bajo {<30%)JCOﬁ£eﬁido de GC se evitan en lo
posible. Durante el procesdldéioétimizacién, se evitan las
siguientes 'po;ciones de :sécuencia de actuacidén cis: cajas
TATA internas;‘sitiés chi -y sitips‘de entrada ribosomales;
tramos de sécuéncia’ripa ep'Gcmo.rica en AT; elementos de
secuencia ARE, -INS, CRS (invéluéia&qs en la replicacidén del

vector en bacterias); secuencias-de repeticién y estructuras
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de secunda;;as'de ARN; ;itibs écgﬁto?es y donador de empalme
(cripticé)' y _puntos de _ramificécién; sitios de enzima de
restriccidn ;n£erna'espe;ificos (Ecd RI, Hind III, Pvu I y
Not T). La 5ptimi2a¢ién de ~la-:secuencia genética del
anticuerpo, ..ihcluyeﬁao_ la xoptimizacién de codones, ¥
expresidn de“géhes de anticﬁerpo;én células CHCO se describe
con mis detalle en la Solicitud de BCT WO 2006/122822,
propiedad de Lbhza Biologicé PLC.

Laé éecuedciQS' dg' regiénes variables de cadena
pesada vy ligefa optimizadas  (iﬁclﬁyendo las secuencias de
seflal) se :cionén en los véptdréé de GS pEE6.4 y pEEl12.4,
respectivaménte’ (Suministrédos-jﬁor Lonza Biolegics) para
generar dos Véctoréé de. genes ﬁn;éos (SGVs). Después, un
vector de doﬁlé gen’ (DGV) es'coﬁsprdido ligando el casete de
expresidn completo del_vectdr dé cadena pesada en el vector
de cadena jiigefa, para crear 'ﬁhllvector unico que expresa
tanto los jenes de cadena'ligéra como pesada compléta, asi
como también el gen de’GS-(élutamina.sintetasa).

El anticué#po\ mutante mrg;ﬁltante es referido como
PG110. La Sécﬁéncia de nu;ieétiﬁd de la cadena pesada de
PG110 complétd  (incluyendo -la- éecuenCia de senal, regién
variable vy regién éqnstante.de I1gG4 mutada) se muestra en SEC
ID NO: 11. La‘secﬁencia de.aminoécidos de la cadena pesada de
PG110 completal (inéiuyeﬁdo- la Hseqﬁencia de serfial, regiédn

variable vy fegibn constante de igG4 mutada) se muestra en SEC
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ID NC: 12, donde los residués'de“éminoécidos 1-1% constituyen
la secuencig'dé'seﬁal y los'amihqébiAOs 20-141 constituyen la
regidn vgriéblel La secuencia _de aminoacidos de 1la cadena
pesada de PG;ld madﬁra) sin }a seépeﬁcia de sefial (incluyendo
la regidn vériable -y :regién‘ consténte de IgG4 mutada) se
muestra en SEC ID NO: 13. |

La'seéhencia de nﬁqleétidbs de la cadena ligera de
PG110 completa -(incluyeﬁdd lallsecuencia de sefial, regidn
variable vy regién cbnstante de képpé) se muestra en SEC ID
NO: 14. La éecﬁencié de"am;ﬁoécidés de la cadena ligera de
PG110 completa: (incluyendo 'iéf”éeéqencia de sefial, regién
variable ygfegién constanté‘de”kgppa) se muestra en SEC 1D
NO: 15, en dondé los residﬁos de amincdcido 1-20 constituyen
la secuencia_d% Seﬁéles v los aminoécidos 21-127 constituyen
la regidn vagiéble.'La‘sécuencié“@eiaminoécidos de la cadena
ligera de PGIld‘madura,.sin sééuéh@ia de senial (incluyendo la
regién variaﬁle-y regidén constéﬁté de kappa) se muestra en
SEC ID NO-: i6. .

Para'yerificar'la exprésién del anticuerpo PG110,
el DGV que codifica'ias-dadenas ﬁesqdas y ligeras de PG1liC es
transfectado'temporalmenté eﬁldéiuias CHOKISV (suministradas
por Lonza Biéiégics). Las céluléé{(d.lZS x 10° células viables
por cavidad) éQn élgntadag en'placas de 24 cavidades en un
medio basado..gn DMEM ‘suplementado‘.con 10% 'de suero fetal

bovino y L-glutamina. 6 nﬁL‘ e ihéubadas durante la noche a



10

15

20

134

37°C  (10% dé incubadoﬁ 'CO;); Previc a la transfeccién, el
medio de siembra es remplazadéfébn 800 pl de medio fresco y
las células'ébh incubadas por.l'héga a 37°C.

'Para._cada_ transfecciéh, 5 pg del PGl10 DVG se
vuelven a suspeﬁder_ en ‘lbO}'pl del medio de transfeccién
(OptiMEM, Invitrogeﬂ); Un véctgf:qﬁe.codifica otro anticuerpo
IgG4/kappa 'gé ;utilizado comofjun"control positivo y el
amortiguad6£ éolamgnte se utilizé como un control negativo.
Para cadé tradsfeccién, é-gl del . reactivo Lipofectamina-2000
(Invitrogen) sé dilyyen en.lOO ulﬁaél medio de transfeccién.
Deépués de 5 minutos de incﬁbaciéﬁ.é temperatura ambiente, el
reactivo de Lipofectamina diluida”y ADN se combinan, mezclan
y dejan ;eﬁbsar a-temperatura ambienﬁe por 20 minutos. Esta
mezcla de 205'ﬁl se adibidna entpnées & una cavidad de la
placa de 24lcévidadés:qUe péntiené[células. Las células se
incuban por 68-72 hofas_a‘37°¢1;El'éqbrenadante de cultivo se
colecta vy Qlérifica por ceﬁtrifugécién previo al ensayo por
la presencié dei ahticuerpo;

El _mgdio ‘de las’ célulésu‘transfectadas se ensaya
usando un métoao aé ELISA._estéhdar' para IgG reunida. Esto
involucra la’ éaptura de las :mﬁést:as y estandares en una
placa de 96’éavidades revestidanéoﬁ un IgG Fc antihumano. E1
analito uniao'ﬁue fevelado'con'un anticuerpo de cadena kappa

antihumana enlazédo a la peroxidasa de rabano picante y la
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tetra metilbeﬁqidina de suétrato‘cromogénico. El desarrollo
del color es proporéionaila|la'c;ntidad de anticuerpo reunido
presente en'ia;muestrau Las_muééf;és estédndar son preparadas
de una -eﬁiéﬁencia comercialméﬁée obtenida del anticuerpo
IgG4/kappa. Los résultados mueét;an_que el DGV gue codifica
las cadenas ligefas y_peSadas de PGl1l0 es capaz de expresar

el anticuerpo reunido.

Ejemplo 2::1 Caracteristicas'de Enlace del Anticuerpo Anti-

NGF Mutado PG110
En . este ejemplb,‘ se examina la especificidad de
enlace y cinética de eﬁlace’de PG110, el anticuerpo anti-NGF

mutado preparadc como se describe en el Ejemplo 1.

A, ‘§§pecificidéd de-Eﬁlace

El fpérfil de %electiv}dédl de PGl1C que enlaza a
neurotrofinas humanas‘sé determina uSando un ensayo de enlace
Ensayo de Inmpnoabsorcién Ligado3a ‘una Enzima (ELTSA) . Las
placas de ELISA'se_revisfen éon 100 ng/cavidad de ya sea NGF
humano (ﬁ&D Systems; Caﬁ._ No. 256-GF), factor neurotréfico
derivado del:cérebrq (BDﬁF)_fR&Q‘éfstems, Cat. No. 248-BD),
neurotrofina'_3; (NT3) ‘((R&b WSystemé, Cat. No. 267-N3) o
neurotrofina.4 (NT4) (R&D Systems,' Cat. No. 268-N4). PG110 se
agrega a Acavidades revesfidas con neurctrofina en el

intervalo de concentracién de 3 pM - '3 nM. Después del lavado
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(PBS en 0.5% kv/v) Tween 20, pﬁ‘7.31, el enlace de PGl10 se
detecta usando: un apticuefpo de 'ng antihumanc bioctinilado
(Rockland Immunochemical .Ihcp!:_éét;‘ No. 609-1602) acoplado
con fosfatésé-‘alcaliné enlazédan a estreptavidina (Sigma
Aldrich,’ Cat. No.'8289OL,,séguido por el desarrollo de una
reaccién  de fco}or- pof: la .adicién de fosfato de 4-
metilumbeliferilo fSigmé 'Aldr;pﬂfi Cat. No. M3168). ElL
prbducto de reaccién 'és cdantifibado usando un fluorimetro
(excitacién a 360nm; emision: a 440 nm) .

Lgs resultados se' resumen en la grafica de 1la
Figura‘ l: PG110 ‘unido ér las cavidades revestidas con NGF
humana de una Manera.depéndiente\déhla concentracidn, con una
concentracién de enlécé medi&-@éximé de 726 pM (derivada de
determinacggnes'por triélicado én‘tné placa de ensayo uUnica).
En contraéte, "PG110 no -mﬁestra el enlace medible para
cavidade; de éﬁsayo'revestidas'con BDNF, NT3, © NT4 humana,
que fueron détéctableé de'otrahﬁéiﬁa usando anticuerpos de
control positivo espééificoé'paga‘eétas neurotrofinas. Estos
resultados_:demuestran queerGl;O;‘ cuando es prokado a
concentrécidnes' de hasta '3 an in‘ vitro, especificamente
enlaza a NGF ;humanb y exhibe reactividad no cruzada para

neurotrofinas relacicnadas.

B. '~ -Cinética de Enlace.

El analisis BIAcore .es utilizado para evaluar la
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cinética déienlace‘de la interaccién entre PG110 y vya sea NGF
humano fecombinante .(rhﬁGF) oI.NGF de rata recombinante
(rrNGF) . |

El-_fgctor dé cfecimiehto nervioso beta humano
recombinante . (rhNGF) (R&D Systems, Cat. No. 256 GF/CF) o
factor de  crecimiento nerviosp beta de rata recombinante
(rrNGF) kR&D -§ystems,' Cétt- No. 556° GF/CF}) es inmovilizado
covalentementé " en phips: éeﬁéo:géﬁ‘de CM5 (GE Healthcare,
antericrmente Biacoré-AB, ﬂppsalaL'Suecia) via grupos amina
primaria usando el kit &e uﬂiénpqé'aﬁina {(GE Healthcare), con
HBSEP | (éCido' . 4—(2—hidr§xietil)?l~piperazinetansulfénico
(HEPESi 10 mM,T NaCl 1501mM, acido etilen-diamin-tetraacético
(EDTA) 3 mM y d.OOS%'dé Twéen@_zo,'éH 7.4) como amortiguador
de corrida.. La. superficie del [Cﬁiﬁ sensor es activada por
inyecciég :dé .ﬁna mezcla.‘de”»ﬁ4(3~dimetilaminopropil)—N’—
etilcarbodiimidé (EDC) 4001 mM-;é N-hidroxisuccinimida (NHS)
100 mM (1:1, V)v) pér 7_miﬁutos a”gﬁa velocidad de flujo de
10 pl/min. B—NQF (rg o .rr) es diluida a 200 ng/ml en acetato
de sodio 10 mﬁ, pH 4.0 vy la336iﬁcién diluida es inyectada
sobre 1z jsﬁpefficie activada. §o£ varias ocasiones para
producir -diférentés‘ denéidades' de la superficie. Para el
analisis de intgréccién cuahtitativaq se prepara una densidad
de superficie de 60 RU por inyeccién de 50 pl de PB-NGF

diluida (tiempo de contacto,S minutos) . Los ésteres de NHS no
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reaccionados“sé'desactivaroﬁlcoh,fU pl (tiempo de contacto 7
minutos) de‘solﬁcién de etanolamina (1 M, pH 8.5).

Los.pérémefrds para‘los<§x§erimentos realizados con
NGF inmovilizaéo son bcomo _éigue: ‘amortiguador de corrida:
HBSEP que contiene 100. pg/ml ‘dé' albimina de suero bovino;
velocidad dé‘flgjo: 25 pl/min; géﬁperatura: 37°C:; densidad de
ligando: ° 6ORU/66 ~ RU (pafé_ rhNGFE/rrNGF} ; analito:
concentraciones. de PGl10: énM; 4nM,- 8nM, 17nM, 33nM, y 66nM
en‘amortiguado: de éorrida;-tieméo'dé contacto: 240 segundos;
tiempo de disbciacién: 600 seguﬁdo#;-regeneracién: 2 % 1 min.
glicina 10 mM, pH 1.5. |

" Los 'datog_y ev'éluaciéﬁe_s cinéticas se dan con el
software GraphPaa 3rism' kversiéh7'5.01, Graphpad Software
Inc., San Diego, CA)' y Vel' spfﬁwaré BIlAevaluation (versidn
4.0.1, GE Héaitcare), "datos ée_gajuste para el modelo de
enlace Lanéﬁuif.l:l. '

Los 'résultados se reépmen posteriormente en la
Tabla 1 (en donde Ku #ndiéé ;a“ébnstante de velocidad de
asociacién, Kuse indica la- Qénsfanﬁe de velocidad de
disociacién  y "Kp indica 1la éonsténte de disociacién de
equilibrio); Los datoé .iﬁd;can media *  (sem) de 3

determinaciones separadas.

Tabla 1: Constantes cinéticas'd§~la'Interaccién de PG110 con
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NGF Inmovilizado
Analito 'li‘gando Kaes (1 mol™" PR Kaiss (877 K
PG110 rh NGF | 1.6 x 10° % 3.5 x 10° 1.2 x 107 3.0 x 10°¢ 72 £ 2 pM
PG110 ‘| rr NGF 1.7 x 107+ 2.0 x 103 1.5 x 107 +£5.6 x 10° | g2 + 34 oM

qu resultadés.del estﬁdio mﬁestraﬁique las interaccicnes de
PG110 con NGF se Caracperizaﬁ p6f ei.enlace de alta afinidad
Y que podria“déﬁectarse una.diférehgia no significativa en la
afinidad,(Ka)'péra'cualquiér especie homologa (humana contra
rata). | | ‘
Un'anélisiéédicignal‘dg la cinética de enlace se
realiza usandb material aéj“'PGllo Fab  generado por
fragmentaciéﬁ' de PG110- eﬁ ﬁapéina - Sefarosa (Thermo
Scientific); La. ihmovilizécién‘ de rhNGF se realiza wusando
HBSEP como amo;tiguadqr-dé_gorriﬁa_é 25°C. Las superficies
del chip sensor se éétivén por-iﬁyeqéién de una mezcla de EDC
200 mM y NHS'Sb mvM (1:1, v/§f §5:'7.minutos a una velocidad

de flujo-dé’lo'gl/min. Se diluye rhNGF a 500 ng/ml en acetato

de sodio 10 mﬁ.pH-d.O y 20 pl ktiempo de contacto 2 minutos)
de la solucidn diLuidd -Se  inyéétan en las superficies
activadas de cada una de Ulas_:freé células para producir
niveles de -;n60vilizacién de f93;1,’ 100.3 y 88.7 RU. Los
ésteres de:ﬁHS sin.reaccionaf se desactivan con 70 pl (tiempo
de confac£o 7 ﬁinutos)-de-étanolamina'(l M, pH 8.5).

Una éerie,-dé congéntrgcidhes de PG1l10 Fab (0.39,
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0.78; 1.56, 5.13, 6.25,. 12.5'y 25 nM), en 250 pl, se pasaron
sobre superficiés de rhNGF feciéﬁtemente inmovilizado &z una
velocidad dé-flujo de SO'pl/miﬂﬁ 35°C en un amortiguador de
corrida de HPSEP éue contiene iOQ ng/ml de albumina de suero
bovino. La disoniécién-sé mbﬁitoreéfpor 30 minutos, y después
la regeneracién compléta del-'énélisis de interaccidén se
alcanza con ‘uni.impulso‘ (30 pl;‘,de ‘glicina 10 my, pH 1.5.
Adicionalméﬁte,'para definir‘lg Kaiss muy lenta de forma méas
precisa, ia digociacién dé una alta concentracién (100 nM) de
PG110 Fab sé monitorea ipofr'é po;éé en cada superficie de
rhNGF Y se usa para ia cﬁantiﬁiqacién de la constante de
velocidad Qe disociacién (Kdng):" Lés datos se ajustan de
manera gioﬁ&l,pdr un modelo de enlace Langmuir 1:1 usando una
Kaiss fija, déterminada ’de la’ meéedicién de disociacién
extendida. Para evaluar la-feprodﬁéibilidad de los analisis
de‘ constantes cinétiéas se"feqlizén por triplicado en las
tres superf}ciés recientemeﬁte:ipﬁovilizadas. Las constantes

de cinética calculadas se résumen en la Tabla 2.
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Tabla 2: Constantes de cinética de la interaccién de PG110

Fab con rhNGF inmovilizado.

Analito | Nivel de " Kass (1 mol7l §7T "Kaiss (571) Ko
Inmovilizacién ) i
PG110 93.1 - ‘ agxis - | 1.1x10% 31.3pM
Fab : _ ’ .
100.3 . 36x 108 1.2x10% 32.7 pM
88.7 ‘ o d4x108 :,_ 1.2x10% 27,8 pM
Media _ ' 38x105£05x105 - 1.1 105 £ 0.06 x 105 30.6+0.25pM
Ejemplo 3: Caracteristicas -funcionales del Anticuerpo

'Anti-NGF Mutado PG110
En este ejempld, varias . propiedades funcionales de
PG1i0, el anticuerpo .anti—NGEf'mu;ado preparado comc se

describe en-el Ejemplo 1, son examinadas en ensayo in vitro.

A. Inhibicién del Enlace de NGF a Receptores de

TrkA y"p"fﬁmR

Los estudiocs de enlacé'dé radioligando se conducen
para comparar el efecto‘inhibiddr de PGl1l0 en el enlace de

VIR 'y TrkA humanos. Las células HEK293

NGF a receptores de p75
que expresan -cualesguiera receptores de p75"™ y TrkA humanos
de- longitud compleﬁa se incuban: gbn 23T _NGF 2 nM en la

presencia de PGl10 a una chceﬁtrécién final de 0.01 - 100

nM. El NGF no etiquetado (que varia en concentracién de 0-1
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LM) también'ée:;ncluye'en las iéqéciones. Las reacciones se
realizan éﬁ.‘fubos desechgbleg{de fondo plano PT1276 de
paredes 'alta;n (fhermo ‘Life :Sciences) Primero, el NGF
radioetiquetado, NGF no ethuetado y el anticuerpo PG110 se
cembinan e incuban en los tubos por 10 minutos a temperatura
ambiente, coﬁ agitacién, en.amo;tLguador de enlace (1 x PBS,
CaCl 0.9 mﬁ, MgCl 0.5 mM, O.l%tBSA Fraccién V, 0.1% (p/v)
glucosa).- Luego,‘ se- agrégan éOb. Ml de células preparadas
(diluidas a 5 X ]lﬁ_céluiaé/mi)i-béépués de unos 30 mninutos
adicionales de incﬁbéciéﬁ 2a.,'téﬁperatura ambiente  con
agitacidn vigorosa, cadé reacciéq“se'divide a través de tres
tubos de piéstito_(Microtubo.PE de 0.4 ml, Sarstedt 72.700)
con lOC ﬁl deTla,reacciéﬁlsiendo-agregados a cada tubo. Cada
microtubo yé ‘contenia l200  p;‘ﬂde sucrosa 150 mM en
amﬁrtiguador_de enlace: Esfos tuboé luego se centrifugan a
20,000 x g a: 4°C por 3 gegundos para formar en pelotillas las
células. La SuUCrosa proporc1ona un gradlente de densidad el
cual éctua para. secuestrar cualquler NGF radiocetiquetado
desplazado. Lo§ tubos iuegé se_coﬁgélan en un bafio de hielo
seco/etanol. Las punEas de-eétps.fubos congelados luego se
remueven en ‘tubos de plésticolseﬁarédo (Naiad Ltd) para el
conteo uséhdo un contadbr mini-gamma LKB Wallac para
cuantificar el ‘?°I-NGF unido a las celulas

Los resultados 'se 1lustran en las graficas de las

Figuras 2A 'y 2B, en las cuales’ el efecto de PGl10 en el
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enlace de NGF a Trk# se muestra en - ia Figura 2A y el efecto
de PG110 en el enlace de NGF a p75NTR se muestra en la Figura
2B. PG110 1nh1blo el enlace’ de-lﬁ—NGF a los receptores de
TrkA o p75"™® eén una manera dependlente de la concentracién,
con valores icw meq;os geometrigos (95% CI) de 170 (88-331)
pPM y 206 (86 .- 491) bpM, 'respgc;ivamente (ambos n=3). Un
anticuerpo de control dé isotipg_no inhibe el enlace de *°1-
NGF a duaiéuier receptor.. Estos resultados demuestran que
PG110 poﬁenciaimepte bloqﬁga la interaccidén de enlace de NGF

humano con ambos de sus receptores in vitro.

B. . Ensayo dé Proliférgdiéﬁ de Célula TF-1

Tf—l_ es _una linea‘ cglular‘ eritroleucémica humana
que exbrésa Tka_humana § prolifera 'en respuesta al NGF. En
estos experiﬁehtos,; las. céiulaglij~1 5e¢ cultivan en la
présencia de_lO.ng/mL‘de-NGf'recohbinante humano, de rata, o
de ratén, _con 'concent?acidnesL<iﬁcfementadas de anticuerpo
PG110, y la prollfera01on Ceiular se cuantifica 40 horas méas
tarde usando un métcdo qolorlmetr;co basado en la reduccién
metabélica de ia sal dg-tefrazolidiamarillo MTT [bromuro 3-
(4,5~dimetiltia201—2—il)—2,5—diiénil. tetrasddice] a formazan
purpura. |

Aﬁtes “del uso eh el . ensayo, las células TF-1 se
cultivan por 1 semana en RPMI- 1640 que contiene 10% suero

bovino fetal (FBS) con\2*ng/ml de GM—CSF (R&D Systems, Cat.



10

15

20

25

Gulz?1

144 -

No. 215—GMfSO):‘Las célqlas.se lévéﬁ, se resuspenden en RPMI-
1640 + 10% ?Bs‘é una conceﬁtracién de 300,000 células/ml y se
vuelven a coloéar én placaé_en ﬁdgfoplacas de 96 cavidades
(15,000 célulaé/cavidad ‘en 50 "pl). Al menos 60 minutos
después de la adicidn a. las piépéé'de ensayo de 86 cavidades,
las célulasfée éxponen a NGE rééoﬂhinante ya sea humano, de
rata o de-rétén_(lo ng/mlf.én RPMI-1640 que contiene 10% FPB
(50 ul/cavidgd[ que cqntiehe anti¢uerpo PG110. El1 medio que
contiene NGF vy aﬁ£icuérpo .dé”_pfueba se prepara a la
concentracién de ensayo fiqél.ékvél menos 30 minutos antes
que se agré@ﬁé a las células-pféisembradas. El anticuerpo de
prueba se-sométe'algnsayo-én el'inte;valo de concentracidn de
0.6 ng/ml a_24ﬂp§/ml..Las'cavidades de control se incluyen,
conteniendo ya_sea ;edio'solq'omconfeniendo células TF-1 en
la ausencia— de NGF '(“soluciéﬁz.bestigo celular”). Cada
tratamientdige-;ealiza por triﬁiicado. Después de un periodo
de incubacién‘de 4b_ho;a3'(37°c} 5% COz), la proliferacién se
cuantifica usando-un kit'dé proliferacién de célula MTT (ATCC
Cat. No. 30—1010K)..Se égregan lé-pltde reactivo MTT antes de
la incubaciéﬁ ;por “unas 4. ho#és;_adicionales a 37°C. Las
cavidades ;iueéo se incuban' suﬁsecuentemente con Reactivo
Detergente (1CO pl/cavidéd; meéclado suave) para incubacidn
durante la noche a tempefattra anbiente en la oscuridad.
Después, la absorbancia se fegisﬁfa-é 570 nm. Los valores de

OD promedio finales péra las mediciones por. triplicado se
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calculan pof'sﬁstracciénldel Qai;;.p{omedio para la solucidn
testigo celﬁiari -

"La incuﬁapién “de célqlas TF-1 con NGF en la
Presencia de PGilO (0.6 :ng/mL—Qﬂ- rg/mL) resulta en una
inhibicidn relacionéda'céh 1a_téﬁceﬁtracién dé proliferacidn
celular. Loé.résultados se_iluétrén'en las gréficas de 1las
Figuras SA;éc; en donde la Figﬁfa 3JA muestra el efecto del
tratamiento cén PéllO_ en 1la ér@liferacién de células TF-1
estimulada por NGf hgmand, ia.Figufa'3B muestra el efecto del
tratamiento con PGilO ‘eﬁ la _p;éiiferacién de células TF-1
estimulada §§ITNGF de fata-y 1%_E1gbra 3C muestra el efecto
del tratamiéntﬁAcop PG110 en la Eroliferacién de células TF-1
estimulada por NGF de ratéﬁ;, PGli0 demuestra potencias
inhibitorias-'simila:es fard  tpdééi los homdlogos de NGF
prbbados y los valoresllcm'soﬁ ap@dﬁimadamente 30 ng/mL. Los
valores ICsy se. resumen postefiérmeﬁte en la Tabla 3 ({los

valores ICsy- se expresan como ng/ml) :

Tabla 3: Resumén deﬁvaloreé'lcw.pa%a PG110 en el Ensayo de

Proliferacién_de Células TFQl

NGF Recombin'a'ntle Humano NGF Recombin.a‘ni_é de Rata NGF Recombinante de Raidén

Media 95% C1 ‘ n - Media 95% C1 o Media 95% CI1 n

29.4 26.5- 5 27.8 24.5 - -5 30.8 274 - 3
327 ' 3167 | 345
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Los ensayos de - proliferacién de células TF-1
demuestran que PGl1C equipbtentemente neutraliza la
activacién:de receptores de TrkA humana por NGF humano o de

roedor.

C. Inhibicién de'Supervi#encia de Ganglio de Raiz

Dorsal de Pollo

.Para'probar la capacidad de PG110 para inhibir el
efecto de NGF en nepronas'sensoriéles, S€ usa un ensayo in
vitro usando cultivos primarios de células de ganglio de raiz

dorsal (DRG) obtenidas de embripnes de pollo de 8 dias. Bajo
estas cbndic;ones{ la supefvivencia' de DRGs de pollo es
dependienfe de ia presenéia de NGF exdgeno agregado al medio
de cultivo. | |

Lo;Aggnglioé ae réiz.dotsal se aislan de embriones
de pollo de 8 dias y sé colectén;en ﬁn tubo Falcon de 50 mi,
el ndmero -total de gaﬁglioé gqlectados es aproximadamente
400, 1o éual éproximadaméﬁte correspbnde a 20 embriones. Los
ganglics son  §ubsequeﬁtémeh£e .t:;£édos con tripsina por 5
minutes a 37°C (TripsiﬁaJEDTﬁ_' Euroclone, EB3052D) y
disociados_gon‘hna jerigga de lbvpd‘éaguja “famarilla” 20G) 4-
5 veces anﬁes‘dé ser cent;ifuéados por 3 minutos a 800 rpm.

Despﬁés, de la_-:emociéh_ cuidadosa del medio gue

contiene tripsina, las células -se resuspenden en 10 ml de
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medio frescof(mezcla_de hufriénte'aé Ham F-12 + Glutamax I),
seguido por una repetiéién'delsp%odédimiento de disociacién,
y el volumeﬁ.dél medio se éju%taupéra una concentracidén de
siembra dél'100,000—400,000' células/ml. Las células se
siembran .en la ausencia. de frétamientos en la mitad del
volumen final que gontiéne 20%hsﬁé}o de caballo (Euroclone
ECS00911), qsando plécas 'de ;2@ .multi—cavidades (Falcon
353047) que .se . han revestido ',§on poli-L-lisina (100x = 1
mg/ml de éolucién de bromﬁidrato de poli-L-lisina; Sigma
P2636). disuelta en’ agué destllada (30 minutos bajo UV,
seguido por 30 mlnutos de. secado bajo campana estéril).

| Mlentras las Eelulas se adhieren a las placas (30
minutos. en incubador coﬁ 5% COZr 37°é), las scluciones ya sea
de NGF o NGF/antlcuerpo antl NGF se preparan a concentracioén
2X en la nutad del’ volumen final y se agregan cavidad por
cavidad para alcanzar la concent&aCLOn final correcta (es
deéir, % final de suero de éaballd.é 10%; concentracidén final
de NGF = 5- ng/ml). Las éélﬁlaé‘ &e control se incluyen,
contenieﬁqacélﬁlas DRG en la ausencié de NGF. Cada condicién
se prueba por'ﬁupliéado Despues de la adicién va sea de NGF
0 mezclas ael NGF/antl NGF las-iplacas se regresan al
incubador (5% CO,, 37 C). El numéralde células se registra 48
horas més tafdé; contando tédaS'lés células DRG observadas a
lo largo del diémetro vertical. de cada cavidad (microscopio

Nikon TMS, ampliacién lOX).__Solamente las células DRG se
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incluyen en  los conteos, las ‘cuales s0n fadcilmente
identificables ~ de.- acuerdo .con  sus caracteristicas
morfolégicas, ‘es decir, célqlas que reflejan la 1luz,

brillantes, redondas con neurités;iaréas.
| Lﬁ potencia de neufralizaéién de NGF del anticuerpo
PGl1i0 probada én.el'intervalo de ‘concentracién de 10 ng/ml a
25 pg/ml péra: la.'néptraiizacién 1ya sea de NGF humano
recombinante . (rhNGF), NQF dé,faﬁa.récombinante {(rrNGF) o NGF
de ratén rQQOmbinante (rmNGF). ﬁn éstos experimentos, 100% de
inhibicidn de .superviven;ia es equivalente al nimero de
células contadQS‘cuéndo las qélu1§s‘se cultivan sin NGF, en
la ausencialdeﬂantiéué;po anti—NGF.'A la inversa, el 0% de
inhibicidn es -equivélgnte ai‘fhﬁmé;o de <células contadas
cuando las:céluias se exponén a'5'hg/ml de la isoforma de NGF
relevante, én ;é ausencia‘dé anticuerpo anti-NGF.
La ihéubaéién de'célulés,én la presencia de PG110
(10 ng/mL - 25 ﬁg/mlﬁ faSultaen“qnaireduccién dependiente de
la concentracién en 1la superviﬁéﬁbia'de células, con una ICsg
entre 10 y;BC'ng/mL, para tédaé'iés especies de homdlogos de
NGF (n = i);_ Estos datos demuestran que PG110 inhibe 1la

actividad del NGF en neuronas sensoriales.

D. Inhibicién de Excrecencia de Neurita de Células
PC12

. PC12. es una linea celular de faeocromocitoma de
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rata (tumofdétivado de Célulavégomafina) que expresa tanto
receptores de p?SNfR como ‘TrkA de rata. Cuando se cultivan en
placas revestidaé con_cdlégéno eﬁﬁla presencia de NGF, 1las
céluias PC1l2 se diferénéian._en.“neufonas tipo simpatéticas,
que llegan-la;_ser de excreééhgias extendidas y ©planas
(neuritas)ﬁi Lé_ inhibicién"de hla excrecencia de neurita
mediada por NGF ge_ emplea como ‘una medida in vitro semi-
cuantitativa.‘de Ila_ capacidad dé PG110 para inhibir 1la
interaccidén de NGF'con los receptores de p75NTR y TrkA de
rata. o “7

Las ﬁélulas PClZ_(ECAAé 88022401) son cebadas (es
decir, pfe—expuestas de'VNGF) .lavando 100,000 células con
medio libre: de suero }RéMI—1§4O7'con Glutamax I, Gibco-
Invitrogen 61870) Y volﬁiendéAa éolocar en placas en matraces
de cultivo de plastico tratadoé.con colagene (colédgeno Tipo
I, BD 35- 4236 selemplea.como una solucidédn de trabajo de 0.5
mg/ml)'en'RPMI}1640-con Giuﬁamax—l que contiene 10% FBS y NGF
de rata recohbinantg_(R&ﬁ Syéfemsf:ﬁat. No. 556-NG-100) (100
ng/ml} . Antes de la siémbra; 1as,béiulas se pasan suavemente
al menos 5 veces a tra&és de ﬁqa“aéuja 21G para desagregar
ios grumbs'de células. E1 medio que contiene NGF se remueve vy
cambia dog veces durante el ~periodo d& cebado de 1 semana.

Al flnal de este perlodo; las células PC1l2 cebadas
se lavan con medic libre de sqerq 'y se tratan con tripsina

(Tripsina-EDTA FEuroclone, ECB3052D) por 2-3 minutos en un
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incubador humidificado (5% CQ,, 37°C). La tripsina se bloquea

por adicién‘ de. medio qﬁe .contiene suero y las células se
centrifugan, .ée 'lavan .cdn_.medio_.libre de suero y se
resuspenden en ﬁPM141640 con GlufqmaX—I que contiene 10% FBS.
Las células'Se}pasan suavementéJél'menos 5 veces a través de
una aguja 2ié'para desagregar idé grumos de células antes de
ser colocadés,@e nuevo eﬁ:ﬁlacés en placas de Petri tratadas
con colégeno;éluné densidad de-50;0Q0 células/ml. Tres placas
per condicidén de éhsayd' se pfépafan. Para la prueba de
anticuerpo, tné mezcla dg' iﬁéubacién 2X (NGF de rata
recombinanﬁél +' anti-NGF) se ﬁfépéra 1 hora antes de 1la
adicidn a ias-pélﬁlas pre;sembradasi La concentracién final
de NGF es 2Q”ﬁg/ml, m@entﬁas'que*el anticuerpo anti-NGF se
prueba en cuatro diiﬁcioﬂes:.zonﬁg[ﬁl, 2 pg/ml, 200 ng/ml vy
20 ng/ml. | o

Lé excrecencia de' né&rita inducida por NGF se
registra ‘después ae 12 hOras.bEn este tiempo, el medio se
remueve y las qcélulgs_ se 1lavan con PBS libre de calcio vy
magnesio (GIBCO, ldOlO) Hy ‘se'fijani por 30 minutos con 4%
formaldehidd_en PBS. Las imégeﬁe;nae microscopic (ampliacién
20X) se adéﬁiefen usando'uq micrascopio Nikon Eclipse TE2000-
E vy Software.fLeica.-IMloﬁO Imaée. Manager. La inhibicidn de
excrecencia de-neuripa-sé évélﬁq y7los registros (++; +/-;
--) se atribuyen con—baée en el #ﬁmefo de células gque exhiben

un  fenotipo no diferenciado {=  ausencia de neuritas
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claramente defiﬁidas).

Lé incubacidn de‘céluiés en la presencia de PG110
(20 ng/mL -  20 ﬁg/mL) :inhibé-.la . excrecencia de neurita
mediada por NGF,coq inhibidién total evidente a 200 ng/mL,
resaltando que PGilO‘ eé un ‘;nhibidor selectivo de la
interacciénrénfne NGF de rata %éeémbinante y sus receptores

de neurotrdfina .de rata nativa.

Ejemplo 4: - Estabilidad In Vivo ' de Anticuerpo Anti-NGF
Mutado -PG110 B

Eﬂj este ejémplo; la - semivida de eliminacidn

terminal (sz) del anticuerpb PG1l10 se determina in vivo en

ratas y en monos cynomolgus.

A. Estudios en Rata ..

A las ratas éprague—D§W1e§' se les administra una
infusién iﬁtravenosa {IV) pof 1Q minutos del anticuerpo PG110
a una doéificééién de 3 ﬁg/kg, 30 mg/kg o 100 mg/kg en los
Dias de Eétﬁdio 1 ? ‘ 56. . ig_ evaluacién de datos
toxicocinéticos se reéliza- usgndo‘ concentracidn en suero
media vy puntos ‘temporéles de :6,'énimales/punto temporal en
cada grupo;‘Los'tiempos qe'célepcién de sangre nominales scn:
pre-deosis v 0;25,.1j 3, 6 y 24 ho;as‘post—dosis en el Dia de
Estudio 1 y 56 y también a 48, 96, 168, 336, 504, 672, 840,

1008 y 1176 .horas post-dosis en .el Dia de Estudio 1. EL
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bioanalisis de muestra dem_sgé#o‘ se realiza por Alta
Analytical Labqratory usando un método de ELISA validado. El1
anélisis'déidatos farmacocinéticos se realiza usando SNBL USA
Pharmaéokﬁnetiés AnalysisZSystem.2.0 con software WinNonlin
Professional'ﬁefsién_4;0 fPhaféigpfjéorp.).

Después de"lé _adﬁinistfééién IV, los valores Trax
(el tiempo a la-méxima-conCentﬁQCiéﬁ en suero) varian desde
0.25 a lli'horas,, los primérqs dos puntos temporales de
colecciéﬂ de ﬁuestra. Todés les éniMales exhiben disposicién
bifésica céh': semividas ‘lae . éiiminacién terminal  de
aproximadamente 8 a 9 dias; Méswéspecificamente, la Ti/z, en
horas, papg"lOS treg grﬁpoé.;de. tratamiento se resume

posteriormente en la Tabla 4:

Tabla 4: Semivida de Eliminabién,Tgrminal de PG110 en Ratas

Sparague-Dawley.

Nivel de Doéis (mg/kg) Semiviaé‘de Eliminacién Terminal (horas)
3 ‘ ' - 217
30 : ' . 192
166 . 1 207

Por consiguiente, los valores . de: semivida media de grupo

varian de 192-217 horas (8-9 diaS) en las ratas.

B. Primer Estudio en Monos

A los monos: cynomoldus 'se les administra una
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infusidn intfavenosa,(IVirﬁniéa(_éﬁioximadamente 30 minutos,
de anticuerpo_PGllO a uha désifica@ién de 3 mg/kg, 30 mg/kg o
100 mg/kg. Los'animaleslse dividgh en machos y hembras; cada
dosis se.pfﬁeba‘en 2 maﬁhos y 2_hembras (excepto solamente 1
hembra.sé pruéba_a'30 n@[kg). Los ‘tiempos de coleccidédn de
sangre nominélés para 'ei anélisié:‘de datos toxicocinéticos
son: inmediatamente pbs£-doéis-(deﬁtro de 2 minutos del £final

de la infusién); 0.25, 1, 3, 6, .24, 48, 96, 168, 336, 504,
672, 840, i008,'ll76, 1344;.1512 y 1680 horas post-final de
la infﬁsién. El bidanéliéis de nuestra de suero se realiza
per Alta Anélftical‘ Laborétoryn_QSépdo un método de ELISA
vaiidado. El  anadlisis de datos'“fafmacocinéticos se realiza
usando SNBL"USA Pharmacokinetiqsu Analysis System 2.0 con
software-' ﬁinNohliﬂ Professional fersién 4.0 (Pharsight
Corp.). |

Deépués de’ ia 'adﬁihistraﬁién IV, los wvalores Tpax
{el tiempo a - la méxima.concenﬁzaéiéﬁ en suero) medidos desde
el inicio Qe“ld'infusién vafian'degde el final de la infusién
a aprqximadameﬁte' 1.6 hpras.~ fodos los animales exhiben
disposicidn bifésicé (con la exce@gién de una hembra tratada
con 30 mg/ké, 'que 'mpéstra. un ‘declive abrupto después del
punto temporalr-de _564 .horasi':ébn'lgemividas de eliminacién
terminal de,épféximadamente.15422udias. Mas especificamente,
la T/, .en- hqrés{ para Llés seis grupos de tratamiento se

resume posteribrmente en la’ Tabla 5:
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Tabla 5: Semivida de Eliminacién Terminal de PG110 en Monos

Cynomolgus

Nivel de Dosis - (mg/kg) Sexo Ser-niﬁida de Eliminacién Terminal (hcras)

3 : H {(n=2) . 370

' M (n= 2) Co- 531

.H (n=1} . 471

30 M (n=2) . ] 450

. : H (n=2) : CT 383

100 M (n= 29 . 461

For consiguiente, los _valoreé.'dé-lsemivida media de grupo
varian de 370—531 horas (15;22 diéé) en los monos cynomolgus.
Los valo;es. dg‘.sémivida .media- generalmente son mas largos
para machos qué paré hembras, auhqgé dado el numero pequefio
de. animales éstudiédQs' n9  esta .claro si esta es una

diferencia estadisticamente significativa.

.C. ~ Segundo Estudio en-Monos

A lqs' monos . Cynomoigué se les administran
infusiones intravenosas  semanalmente de anticuerpo PG110
durante an’ périodo .de cuaffql .semanas. Una infusidn
intravenosa,klvi, aproximadameﬁté 30 minutos, de anticuerpo
PG110 a una dqsificacién-dé 3 rg/kg, 30 mg/kg o 100 mg/kg se
administra ep-lps'dias_lf g, 15 y.22. Los animales se dividen
en machos vy hembraé; cada dosié'se'prueba en 3 machos y 3
hembras. Las muestras desangféﬁeﬁ serie se colectan en los
siguientes ﬁ. pqntos temporaiéé nominales: pre-dosis,

inmediatamenté postjdosis1(denﬁro de 2 minutos del final de
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la infusiénj, 0;25' 1, 3,_6} 24. y 168 horas después del final
de 1ia 1nfu81on en los dlas 1l ¥y 22 Las muestras adicionales
se colectan de todas las pre- dOSlS de animales en el dia 15 y
de los anlmales en recuperacxon-a ‘33e, 504, 672, 840, 1008,
1176, 13445=1512, 1680, 184éh ZOIG‘y 2208 horas después de la
administraciéh_ ae "la dosis final en el dia 22. Las horas
listadas que. épmienéan, en 24 hofas\ después de la infusién
corresponden ei.los'aias'farmacobinéticos 1, 7, 14, 21, 28,
35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, s,a“'y' 92. Todos los tiempos de
coleccidn dé ‘Séngre actuales ‘éé lconvierten para comenzar
desde el inicio.dellg infﬁsién."

El_bipahélis;s deimuestfé;de suero para analisis de
concentracidn de ééllo.‘se 'rééliﬁa por Alta Analytical
Laboratory uséndo un método_de-E£i$A.validado. El analisis de
datos fafméébqinéticos se 'fealiza usando SNBL  USA
Pharmacokinetics AhalysiS‘Systém 2.0 con software WinNonlin
Professional versién 4.0 (Phar51ght Corp.} .

Despues de 14 admlnlstrac1on IV, los wvalores Trax
medios de grupQ (el tiempo a la maxima concentracién en
suero) mediﬁos desde el igicio‘ae la infusidén wvarian desde
aproximadamenﬁe_ 0;6_ horas a 2l6_ horas. Todos los animales
exhiben dispésicién bifésiéa,' con - sem1V1das de eliminaciédn
terminal de aprox1m;damente 21 28 dlas (503 a 685 horas). Mas
especxflcamegteL la Ty, en ho;aa, para los seis grupos de

tratamiento .se resume posteriormente en la Tabla 6:
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Tabla 6: .Semivida de Eliminacién Terminal de PG110 en Monos

Cynomolcus

Nivel de Dosis (mg/kq) Sexo- Semivida de Eliminacién Terminal (horas)
3 : H {n=3) L ' 503
L M (n= 3) : 564
H (n=3) E 5il
30 ¥ (n=3) K 619
. . H (n=3) 532*
L00 : M {(n= 3) . 685

* basado en el valer n=2

Po;-cpnéiguiente,ilos valores de semivida media de
grupc varian Qe aﬁ:oxiﬁadamenté.'Qi—EB dias en los monos
cynomolgqus. 'Loé_ valores de seﬁi?%da- media generalmente son
mas largosf para machos que pééa hembras, aunque dado el
nimero péqueﬁo,de‘animales.estﬁd;adqs no esta clarc si esta

es una diferencia estadisticamente 'significativa.

Ejemplo 5: | vPﬁtencia " de _PGilO!ren comparacién con el
‘ Anticuerpo Prgdurso¥ de rata

"En “este . ejemplo, | se | realizan experimentos
adicicnales usandé el enéafo‘de proliferacién de células TF1
(como se describe en ei Ejémplq;3B;‘anterior) para Ccomparar
la potencia ﬁeﬁtralizanie de Néf\de'PGllO con su precursor,
abll de‘raga. El gnticuerpo'lei de rata se suministra como
dos loteﬁ sepérados? uno a uné congentracién madre de 0.73
mg/ml y el otfd a upa‘coﬁcentiaq;éﬁ:madre de 0.63 mg/ml. Los
anticuergos EGllO Y aﬁll d'e‘-rat_a'-_s-e evallan en ensayos de

proliferacién de células TF1 médi&da‘por NGF humano o NGF de




10

15

20

25

~

Gulst4

157

rata, usandol ei kit de proliféraéién de células MTT (ATCC
Cat. No. 30-1010K). |

'Antes.dei_uso &n 105 ensayos, las c¢élulas TF1l se
cultivan por.una éemana én‘RPMI-1640 (ATCC cat. #30-2001) que
contiene 10% suero Soviholfétal.@FBS; Cambrex DE14-801F, Lote
65B006) Conlé Ag/ml GM4CSF.(R&§ systems, cat. # 215-GM-50).
Las célulaéisé lavan, sé.resﬁspéﬁden'en RPMI-640 + 10% FBS a
una cOncéntra?ién de 300,000- células/ml y se vuelven a
colocar en plécas en - micfdpiaqaér'de 96 cavidades (15,000
células/cavidad, en 50 pl).

Al menos 60 minutos :después de la adicién a las
placas de éﬁsayo de 96 cavidades, las células se exponen ya
sea a NGf recdmbinante hﬁﬁqno 0 de ratédn (10 ng/ml) en medio
de cultivo (iO%iFBS,en'REMI;iééoi éﬁ‘pl/cavidad) que contiene
anticuerpo antifNGF.'Ei medid.qué ¢§ntiene NGF y anticuerpo
de pruebe se. prepara a-la cOnéeqtraéién de ensaye final 2X,
al menos SO'minths antes qﬁe se agregue a las células pre-
sembradag. Loé'antiCuerpéé;de prueba se someten a ensayo en
el intervalo dé coneeﬁtréciéﬁ de 6:6 ng/ml a 24 pg/ml. Las
cavidades de control Siempré Seﬁihcluyen, ya sea conteniendo
medio solo{_o,CODtenieﬂdo céluiagqul en la ausencia de NGF
(“solucién.testigo.celula;”j; Cada tratamiento se realiza por
triplicaco. Degpués'de'un pe;iodd_dé incubacidén de 40 horas
(37°C, 5% COé),:lo nl ae-reaétivoer$ se agregan antes de la

incubacién por unas 4 horas adicibnales a 37°C. Las cavidades
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se incuban .subsecuentémenté 3con;_Réactivo Detergente (100
nl/cavided; me;Cladé suéve)'por:inbubacién durante la noche a
temperattré:ambiente en ia-oécuridad. Después, la absorbancia
se reglstga a 570 nm. Los valores-de 'OD promedio finales para
las med1c10nes trlpllcadas se.calculan por sustraccién de los
valores promedic para -la"Solucién testigo celular. La
inhibiciédn max1ma se establece correspondlente al valor de OD
promedio observado para las celulas cultivadas sin NGF, en la
ausencia de antlcuerpo de prueba. La inhibicién cero se
establece cofréspondiehte_a1 valo£-de OD promedic observado
para las ¢élulas expﬁestas—a"lQ“ﬁg/ml de NGF en la ausencia
de anticuerpo de prueba. | |

'Lés potencias inhibitoriés. de los anticuerpos de
NGF  se :uantificah como __valé;gs. ICsq (es decir, la
concentraciéﬁ rael -anﬁicuefpo_-requerida para reducir la
respuesta proliferativa mediédé”.pbr NGF por 50%) usando
sofware GraphPéd Prism VS.O;. "Laé‘ curvas de incubacidén se
grafican ihd;vidualmenté: para | obtener valores de ICs,
discretos para ﬁada‘anticuerpq de-pxﬁeba en cada experimento.
Las medidas‘ &e préliferaqién “ceiular se normalizan con
respecte a los méximds Valoreéldéroﬁ.obtenidos dentro de este
ensayo, en;lé éﬁsencia del éntiéﬁe&ﬁo de prueba agregado. Las
respuestas | nqrﬁalizadas._‘luego se grafican contra la
concentracién'lde énticuerpo dé”_brueba en una escala

logaritmica, y los valoeres ICsy se derivan usando la funcién
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de ajuste © ‘de  .curva  no . Hiineal GraphPad Prism
‘lbgaritmo(inhibidor)'v; reépuegta.r'inclinacién variable’ .

El -efecto inhibitérid.qé'ﬁGllO en comparacidén con
54 anticﬁefpo_precursor aDll.de‘rata se resume posteriormente

en la Tabla 7..

Tabla 7: Resumén de Valores 7IC50.'(ng/ml) en el Ensayo de

.

Proliferacion de Células TF1

) NGF Humano ' NGF de Rata
Anticuerpo __ﬁiedia ) . Media
95% CI _ |- n _ 95% CI f
Geom. . - T Geom.
PG110 27.0 25.8-28.3 o2 26.2 13.6-50.4 2
aD1l de Rata ] L ’
. 563.7 35.7-114 3 .| 44.8 31.4-64.1 3
{(Lote 1) , ,
aD1l de Rata T .- ' )
107 .1 ' 54.9 - 1
(Lote 2} .

Los resultaddé 'indidan, que el“ énticuerpo PG110 tiene
aproximadameﬁté.E véceé poteﬁcia hayor en la neutralizacién
de la actividad de -NGF' en ‘Coﬁpafacién con su anticuerpo
precursor qDll“de rata. AdeméSﬁn los valores de potencia
obtenidos. péra él'lote Z;de aDll de rata sugieren gque este

lote puede tener una potencia menor que el material de lote

1.

Ejemplo 6: El Anticuerpo Anti-NGF PG110 No Exhibe un Efecto
de Rebote en un Modelo Animal

En este ejemplo, se utiliza un modelo de lesién de
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piel dé rata'ﬁara éxaminér la abti%idad del mab PG110. E1
modelo de lésién de'pigl.de‘rata éé desarrclla con base en
las observaciones qué.lgs rétés,tfafadas con anticuerpo anti-
NGF desarrqllaf' una respueéta.:prﬁritica, con un incremento
dependiente de la dosis de rascadura que se observa. La
lesidn no es;évasociada con la réguécién de la inervacién a
la epidermisl gdemés,-;as rétas=ekhiben rapida recuperacién
después de 1la éliminécién dei'éﬁ£iéuerpo. Esta actividad de
lesién de :pial.'solamente sé' hé-'ébservado en roedores, que
tienen un éompértamientoidé aseo. Aungue nO Se propone que
sea limitado por el mecanlsmo, sé p@ne en hipdtesis que en
las ratas tratadas con anti- "NGF Hay &aseo continto debido a un
bucle de re:roallmentaC1on ‘deterlprado para detener la
respuesta de“rascadura, lo eual“résulta en lesidn cuténea. A
las lesioneé dé piel lﬁeéo se les puede dar un registro
cuantitativo cqmd uﬁa medida de ia_éctividad del anticuerpo
anti-NGF en las rataéﬁ

En varios estudios éliﬂibos sobre la actividad de
anticuerpoS’éﬁti—NGF (tal como'éi anticuerpe humanizadc RN-
642, descrito ddlClonalmente en la Publlcac1on de Patente de
Estados Unldos No. 2009023?124 v Abdiche, Y.N. et al. (2008)
Protein Sci. 17:i§26=i335) ‘ée ‘iha reportado que la
efectividad del antlcuerpo dlém;ﬁuye por un periodo después
de una dOSlflCcClOD (por ejemplo, dias 14-21 después de la

dosificacidn),  sequido pér una recuperacién de la actividad
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del anticuerpbi Eiigten ‘réportés de dcler incrementado y/o
eventos advgfgos inqreﬁehtados.'q(tales como  sensaciones
anormales, gue varién 'dé alpdiﬁia'la hormiguec, picazdén o
sensacién de alfileres vy égujaéi?dﬁrante este periodo después
de una dosifiéacién en la cuaibia.actividad del anticuerpo
disminuye. Esﬁa' dismiquci@n de 1la actividad del anticuerpo
por un periodo de tiembo' después - de una dosificacidén es
referida en la presehte'cémo'un'géfeéto de rebote”.

Para evaluar el efecto qél-anticuerpo PG110 en los
comportamiéﬁtoé_ de aseo y 'rascédura en ratas concientes,
ratas Sprégue;Dawléy machos y hémbras se tratan con mAb PG110
(0.003, 0.0l,'b;Oé, Q.3 o 3-mg/kg)}fadministrado como un bolo
i.v., © con un con£roi de‘yehi;ulg. Las ratas reciben una
Aosis semanéljp@r cuatro semana%. ﬁQé criterios de evaluaciédn
son: nﬁmers_ dé. episodios de aséo y rascadura, temperatura
corporalf latencia al lamido &e_la.pata, latencia a saltar
(intentos de escapar) -y: nﬁhéfo. y registro de severidad de
lesiones de piel con el\tieMpoJ .

Los resultados indicaﬁ que no se observan lesiones
de piel'en:;atas administradés con vehiculo, mientras que en
los grﬁpds deAratas-admiﬁistradas con PGl10, las lesiones de
piel se obsefvan _en ﬁodds }dg‘.animales a todas las
dosificaciongs :de antiéuerﬁo-gﬁroﬁadés. Ademéds, el numero vy
severidad de lesiones ‘de piel.,}ncfementa con el tiempo e

incrementa - con | las dosificaciones incrementadas de
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anticuerpo.'Elﬁnﬁmero_de épisodios.de rascadura también se
incrementa en los agimalés-t:at;dosicon anticuerpo, pero el
tratamiento Coh. anticuerpo ﬁo“.;iene algin efecto en el
comportamiéﬁto. de aseo, tempe#gfura, corporal, latencia al
lamido de' la éata 5 latencia a éaitar_(intentos de escapar).

La,SeVefidad_de ia,lesibnes de piel se cuantifica
usando un registro-de 'lésiénq' é; Cﬁal iguala el numero de
lesiones mul#ipiicado por el éfea;(en mm®) de las lesiones.
Los registfbs.de lesién con’ el Eiempo para tratamiento con
PG110, en coﬁparacién con el .vehiculo, se muestran en la
grafica de la Figura 4. Loé resultados muestran que las ratas
tratadas con PG110 muestran  un:'in¢remento estable de 1los
registros dé legién con el tieméqp en particular a las dosis
mayores pfébadas (0.3 mg/kg f 3 mg/kg). Es decir, el
anticuérpb nof‘eghibe uh efeeto de rebote significativo
durante el tfahscur§0'de; é%per}méﬂto, sugiriendo que puede
ser posible ‘seleccionér los . parametros de frecuencia de
administracién vy dosifiéacién péra.ei uso en humanos de modo
que se puedé evitar un efecto.de rebote.

-Por bonsiguienteﬁ-en resumen, el modelo de lesiédn
de piel en rata ilqstraluna ﬁen;égé del anticuerpo anti-NGF
PGilO en que gl anﬁiéuerpb 'égllﬁ "no exhibe un efecto de
rebote ob;grvable, ell cuzal ég.”hé reportade para otros
anticuer?oé' anti-NGF, sugifiendo Que PG1l10 exhibe una

actividad in viveo mas consistente y prolongada. Aungue no se



10

15

20

25

(40250

163

propone que sea limitado por el mecanismo, se piensa que esta
capacidad del PGli0 para evitar un efecto de rebote in vivo
se relaciona -con la semivida de eliminacidén terminal

prolongada observada para este éntiCUérpo.

Ejemplo 7} JFa:macocinéiica Humana - de PG110

Se  espera - qhei él:.PG;ia-'tenga una semivida en
humanos de ‘appoximadaaente- IOjQO‘_dias (intervalo 10 a 40
dias) con gna_disPOSicién mﬁltifﬁéiéa. Con base en el wvalor
Crin objeti{fo dé ~0.25 ug/mll (intervalo ~0.13 ug/mL a 0.40
ug/mL), se espéra:que sea-eficaz la dosis IV en humanos de 10
mg (~0.15 mg/kg} intervalo ;dll mg)ké {5 mg}] a ~0.2 mg/kg [15
mg] cada 4-12 _semanés y aoéis* éC' de 20 mg (~0.3 mg/kg;
intervalo fD:Z'mg/kg [15 mg] alwof4 5g/kg [30 mgl) cada 4-12
semanas. |

Las ?royeéciones.farmacdqiﬁéticas humanas se basan
en los datos'dé concénﬁraciéﬁ deadéé especies (rata y mono).
Las farmacocinéticas humanas  sé“'p£oyectan usando multiples
métodos que.inﬁluyen escala.de pafémetros farmacocinéticos de
ROno  y rﬁté, .eéqala alométrica ‘fija, y métodos basados en
datos preclihicos- ¥ clinicoé_..de otros anticuerpos
monoclonales: Las pfofecciopés se. realizan para disposicidn
tanto mono comolbifésica. | |

Méﬁodﬁ.l: Las profeccichéé farmaceocinéticas humanas

se Dbasan. en ‘perfiles dé_‘concentracién de PGll0-tiempo de
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ajuste dé ﬁddeld de 2 comparﬁim;entos‘en dos especies (rata y
mono).’ Los paiémetrbs 'farmacocinétiéos humanos de PGl110 se
proyectan uséndo escaig,-aioméﬁrica-icon exponentes fijos de
parametros farmacocinéticos‘de mon6v§ rata.

5 Para.depuracién:

' . ' BF#. 0.67
CLhumanf; = CLanim-a{ . -M
e BW,

animal

Para volumen de distribucién:

10
) BW,
.thmana : Vani{na.t * BWhuma"e
. . animal
Tabla 8. Predicciones de Parametros Farmacocinéticos Humanos
Con Base en la Escala Alométrica con Exponentes Fijos
15 ' _
vy mL/kg Ci mL/hr/kg V; mL/kg CLp mL/hr/kg
Parametros Farmacocinéticos de Modelo Fijo
Rata . 40.2 0.22 36.5 2.23
Mono 29.3 ~0.10 311 1.78
Parametros FarhaQGCinéticos Humanos Predichos
Valor Humano 40.2 0.034 36.5 0.35
20 Predicho '
Basado en
Rata
Valor Humano . 29.3 - 0.042 31.1 0.75
Predicho
Basado en
Mono '
25 Promedio 34.7 0.038- 33.8 §.55
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La semivida humana de’ PG110 luego se calcula con

base en lé:Vj y CL humana predicha. La semivida humana de

PG110 predicha es 26 dias.

se basan

Método 2: Las proyecciones farmacocinéticas humanas

en los datos observddos de dos especies (rata vy

mone) . La V. y CL humana se proyectan usando el mismo método

como en el Método. 1. ILa

semivida humana para PGll0 se

proyecta usando escala alométrica modificada con exponente

fijo a 0.25:

- T

BW.

animal

o , ©o02s .
N =T . B Wimmana ’
2. humana .~ “ 12 animal

Tabla 9. Predicciones ‘de Parametros Farmacocinéticos Humanos

Con Base

Fijo

en la Escala Alo.métricé‘ ‘Modificada con Exponente

CL l T V.
- (mL/hr/kg) {mL/kg)

Tir2

(dias)

Rata Mano .Rata Mono Rata Mono

PG110

Observado

7,22 T0s8 | 70" 80 8.6 1571

Valores

Humanos

Predichos

0.0343 0.0410 |. 70 - | &0 35.2 37

Valores
Humanos
Predichos

(Promedioc)

.‘0;0376 S “63 36
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Usando: el Método "2, .la" semivida humana de PGLL0
predicha'eé'36 dias.

| Métédo_ 3: Las proyectiones farmacocinéticas
humanas se Basén en datos dé EGiib en rata y mono y los
pafémetros farmacocinéticos.preclinicos ¥y clinicos de otros
anticuerpos_monbclonaleé. La'eséa}é‘Se basa en la semivida de
PG110 obéefvada'en,rataS‘y méno$ y en la relacidén de semivida
de rata/humaﬁb oy mono/humané  de otros anticuerpos
monoclonales. :Los .'pérémefros uAféLmacocinéticos estimados
(depuracién,_,vqlumen"de distfibu&ién y semivida) de otros
anticuerpos.moﬁdclonales‘en'rafa,§'ﬁono primerc se comparan
con aque;los en los estudios clinicos. Las diferencias entre
rata, mono y— humano se. gstiman " como  una relacidén de
ra;a/humano 'y :mono/huﬁano. Los - pérémetros farmacocinéticos
humanos para PGllO' luego ééﬁ”ésfiman con base en sus
parémetrgs:farmébocinéticos én rat; O Mono con una correccioén
de relaciédn _de ' rata/humano . .0 mono/humanc para otros
anticuerpcs mOﬁocloﬁalés, -Usando-;el‘ Método 3, la semivida

humana de PG110 predicha es 11-29 dias.
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Tabla 10. Prédiéciones de' Parametros . Farmacocinéticos Humanos

Con Base en. la Experiencia"Pasada con Otros Anticuerpos

Monoclonales
_ G2 ' Vis ti2
| (mL/hr/kg) (mL/kg) (dias)
RE . WE | RE . WE R/H H7H
Anticuerpo 1  1.3% 1.88 | 1.33. 0 0.53 0.93 0.69
Anticuerpo 2 - -3.57 1.43 1.65 ©  0.72 0.44 0.49
Anticuerpo 3 . 1.58 1.46 ' 1f35 © T on 1.05 0.78
Promedio - 2.17 1.5 15 G.65 0,81 0.65
Rata Mono - Rata’ Mono Rata Mono
PG110 0.22 0,098 70 ° 60 8.6 19.1
Observado ‘ ' ." »
Valores 0.101 0.062- 48,4 . 92,0 i1 29
Humanos ‘ '
Predichos

R/H: rata/humano, M/H: mono/humano

Método 4: Las prdyepcioﬁe; farmacocinéticas humanas
se basan en perfiles -de concertracién de PGl10-tiempo de
ajuste de mOdélB de dosocompar£iﬁiéntos en dos especies (rata
y mono) . Los'pa%émetros farmacdéinéticos humanos de PGl10 se
proyectan usando- _escala. albmétr;ca con regresién de

parametros farmacocinéticos de mono 'y rata.

Tanto para depuracién como volumen de distribucién:
Dég(Parémetro Farmacocinético) = @ x Log (BW) + b
Una .regresién -lineal se conduce con base en los parametros

farmacocinéticos de rata y mono VY -peso corporal (BW) para
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estimar la inclinacién (a) e intefcepcién (b). Los paradmetros
farmacocinéticos humanos 'de PG110 luego se estiman usando BW

humano tipico y-la inclinacién e intercepcién estimadas.

Tabla 11. Prediccicnes de Parametros Farmacocinéticos Humanos

Con Base en la Escala Alométrica con Regresién

BW LnBW . vi . . CT vz cl,

Kg kg mL  mL/hr mL mL/hr
Rata __ ~ 0.25 -1.387  2.307 ~2.907 Z.210 ~0.585
mono 5 1.609  4.988 -0.680 5.047 2.188

- Inclinacién e Intercepcién Estimadas Con Base en la

Regresidén Lineal

Tnclinacién - 0.8949  0.7432  0.847 ~ 0.925%
Intercepcién R © 3.5475 | -1.8766 3.523 0.6982

Paramétros Farmacocinéticos Humanos
Predichos

Humana 70 4.248 7 1555 3.600 1894 103

La semivida hﬁmané de EGllO luego se calcula con base en los
parametros farmaCGCihétiéos- huménosi predichos. La semivida
humaha de PG110 predicha es 12.di$§L

Céﬁ.base en estos métédbs, S5e espera que PGl0 tenga
una semivida _en- humanos de gprqximadamente 15-30 dias
(intervalo 10 .a 40 _diaé)"[con “una disposicién bifésica
(paré&metros fapmacoéiﬁétiﬁos p;eé;chés: Vi = 2.5 L, CL = 5.0

mL/hr, V; = 2.5 1, CLp = 40 mL/hr) ..
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Ejemplo §: Tratamiento de Osteoa;tritis en Humanos con

' PG110

Se inicia'un'eétudio'éiiniéo humano para probar la
seguridad, -tblé;abilidéd, y farﬁacocinética de PGl10 en
pacientes één-dolor atribuido a.ésteoartritis de la rodilla.
El disefio del estﬁdio Yy resultédqs preliminares se describen
posteriormente.: | |

En este egtudio de._dq%is-:ascendente unica, doble
ciego, contrél%do por placebo,ide,centro unico, Fase I, se
evalnan seig (6) niveles de'doéis: ¢.003, 0.01, 0.03, 0.1,
0.3 y 1 ﬁg/kg{-Por nivel de doéis, un cohorte de 7 pacientes
con dolor dtribuidq -ai oStéantfiEis de la rodilla (42
pacientes en total) ée ésignarqn‘ aleatoriamente en una
relacién 6:1 a tratamiento één* placebo o activo. Cada
paciente f;e .administrado . con una dosis Unica de PG110 o
placebé intrafenosamente‘dgrante~el-intervalo de 2 h en la
mafiana del Dia 0 después:de uﬁ dgséyuno ligero. Los pacientes
permanecen en %a Unidaa de-Farmaéqlégia Clinica (CPU) hasta
aproximadamente 24 horés después“dei inicio de la infusidn
(Dia 1) y fegreSan,para las-fis;tas en los Dias 4, 7, 14, 21,
28, 56 v 84 del estudio.

Las mhestnas'de éahgrenﬁaia el ensayo de PG1l10 se
extrajeron en el Dia 0 (pré—dcsisL‘l, 2, 3, 6 vy 12 horas) y
en los Dias-l;'4, 7, i4, 21,:28} 56 y 84 post-dosis. Las

concentracicnes en suero de PGl10 se determinan usando un
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ensayo de,ﬁLIéA validado. Los egsayos anti-PG110 también se
realizan en las muestras'de loé.Dias 0 (pre-dosis), 14, 28,
56 y 84.

Las valoraciones 'farmachinémicas, incluyendo la
valoracidén de‘dolor el'pacientet*cﬁestionario de Indice de
Osteoartritis. de Western .Ontario Yy McMaster Universities
(WOMACm); cueétionario de‘dolor de McGil, Prueba de Caminata
de 6 minutos, Uitrasonida dé.ia ;oéﬁila vy hs-CRP, se conducen
en‘este estqdiof | | 7

Lps.resultadoé prélimiqareé de valoracién de dolor
del pacienﬁe se resumen-en'la_iabla 12. Una valoracidén de
dolor aei paciénte se usé_como una valoracién de intensidad
de dolor. Sé zles,-pidié 'a' lqsf‘pacientes registrar sus
reépuestas en una VAS de 6—100- mm donde 0 mm es igual a

ningun dolq;-y.iOO mm es igual a-péor dolor.

Tabla 12. PG110 en Pacientes con OA: Valoracién de Doleor del

Paciente (VAS)V'

“Valoracién de Dolor del Paciente (VAS, min, Cambio de Valor Basal) (Media =+ DE)
Tiempo Placeho 0.003 . 001 | 7003 0.1 0.3
{Dia) - _mgkg mg/kg - | mg/kg mg'kg mg/kg
4 - =724 13,1 -15.8+23.0 -22.8+28.6 -16.5+17.5 -23.0+17.6 -31.7+ 182
7 -10.2+12.1 -14.8+234 ~12.3+£25.9 26,0172 -14.8+20.3 -32.5+18.2
14 -10.6+143 | -297+15.8 -12.5421.7 -155+22.7 -24.3+28.3 052172
21 -11.2+24.1 -30:5£23.9 -163:£249. | -255x241 =233+ 40.7 -20.0% 18.5
28 -36+119 - -283+£259 | -165+228 | -307x225 -452+224 -35.3 205
56 0.5 +.15.0: -24.3+25.8 -11.8+£19.8 224.04 198 -48.8 +23.7 -52.8+19.3
84 78164 250207 - -9.2 1+ 18.2. -21.0+23.2 -29.3 +37.1 -34.0+ 26.0
Mixima j . ‘ :
Valoracién ’ o
de Dolor del 22.4+13.0 -41.0 + 14.5 -30.2£253 372177 -48.8 4237 -553+£13.7
Paciente . . k
{VAS, mm)
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Con. ~base Ien  los. - datos farmacodinamicos
preliminérés, una respueéta-é laldosis evidente se observa en
el intervalo dé'dosis de 0 a 0.3 mg/ky de PG110.

La semivida farmac&légicéhse estima con base en la
cantidad promedio dé tiemﬁo"pafa' mantener el efecto del
farmaco (MRT: péra efecto del fafmaéo). Se calcula como 1la
relacién dé drea de la curva de efecto-tiempo de valor basal
corregido de p?imerimomento_(AUMEC) vs. efecto del farmaco de
valor basal boéregido écumulédqucohiel tiempo (area bajo la
curva de efectOTtiempo,.AUEC)En

AUMEC B IE (t}tdt
AUEC jE(t)dt

Semivida Farmacolégica=

Las semividas farmacolégicas estimadas se resumen

enrla Tabla 13.

Tabla 13. Semivida Farmacolégica para PG110

Dosis de PG110

0.003 |, ©0.01 | 0.03 0.3

ng/kg - mg/kg - 'mg/kg 0.1 mg/kg mg/kg
Semivida ’ ’ . '
Farmacoldgica
(Media t+ DE) -

:43.0i7.5 30.9421.635.8417.9| 42.7+5.0 | 41.9+5.4
(Dia) ' ’

.La estimacién de la semivida farmacoldégica se basa
en datos colecﬁadbs hasta la post-dosis de PGl10 del dia 84.
Como aln existe efecto sostenido de PGil0 en el Dia 84,

especialmente a 1la dosis de fO.i mg/kg y 0.3 mg/kg, la
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semivida farmacoldgica medié éstiﬁada para PGl1l0 es al menos
5-7 semanasﬁ‘coh'un intervalo dé;ai'ménos 4-8 semanas.

l_Lds datos farmacodihémicos preliminares  son
consistentes_cdn<la'dosis te;apéd?icé proyectada (0.10 a 0.3
mg/kg o 7—21..mg);' @a- sémivida. farmacoldégica preliminar
sugilere gque -la dosifi;acién- céda‘ 4-12 semanas puede ser

efectiva.

Egquivalentes

Aqﬁelios eﬁpé;tbs_én ¢l arte reconocceran, o seran
capaces de -comprobar usando  36” még de la experimentacién
rutinaria,;mﬁchos equivalenfe défiés modalidades especificas
de la invenéién.déscritas-én la presente. Tales eguivalentes
se proponen_"para' ser '_abarcédoé por las siguientes
reivindicaciones. Cuélquier_ comb%naéién de las modalidades
descritas en'las reivindicacibnés'dependientes s3e contempla

para estar dentrc del alcance de la invencién.

Incorporacidén para Referencia

Todas las'publicacioneéh pétentes y solicitudes de
patente pendiéntes referidos a la presente se incorporan para

referencia .én su totalidad.
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SUMARIO DEL LISTADO DE ' SECUENCIAS

SEC ID NO: 1 (PG110 Vy)
EVQI..VESGGG'LVQPGGSLRLSCAASGFSLTNNNVNWVRQAPGKGLEWVGGVWAGGATDYNSALKSRFTISRD
NSKNTAYLQMNSLRAEDTAVEYCARDGGYSSSTLYAMDAWGQGTLVTVSS

SEC ID NO: 2 (PG110 vy) -

DIQMTOSP SSLSASVGDRVT I TCRASEDIYNALAWYQQKPG_KAPKLL IYNTDTLHTGVPSREFSGSGSGTDYT
LTISSLQPEDFATYECQHYE‘HYPRT’E‘GQGTKVEIK '

SEC ID NC: 3 (PGllO VH CDR1)

10 GFSLTNNNVN

SEC ID NO: 4'1PG110 Vs CDR2) |

GVWAGGATDYNSALKS

15 SEC ID NO: 5.(PG110 Vy CDR3)

DGGYSSSTLYAMDA

SEC ID NO: 6 (PG110 V, CDR1)
RASEDIYNALA

20
SEC ID NO: 7 (BG110 Vi CDR2)’

NTDTLHT

SEC ID NO: 8 (PGL10 Vi CDR3)

25 QHYFHYPRT



10

15

20

25

el

174

SEC ID NO: 9 (regién constante dé"IgGQ humana tipo silvestre)

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPV?VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP

SSSLGTKTYTCNVPHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPgCPAEEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTI

SKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
RLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK .

SEC ID NO: 10 (reéién‘ constanté, Qé IgG4 humana mutada de
serina a prolina)

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVQWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTKIYT@NVﬁHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPECPRPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSQEDPEVQFNWYVDéVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
RLTVDKSRhQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

SEC ID NO: 11 (secuercia _de-“nupleétido de cadena pesada
completa de PG110, -incluyendo'la secuencia sefial)

ATGGAATGGAGCTGGGTGTTCCTGTTCTTCCTGAGCGTGACCACCGGCGTGCACAGCGAGGTGC
AGCTGGTCGAGAGCGGCGGAGGGCTGGTGCAGCCAGGCGGCAGCCTGAGGCTGTCCTGCGCCGC
CAGCGGCTTCAGCCTGACCAACAACAACGTGAACTGGGTGCGGCAGGCCCCAGGCAAGGGCCTG
GAATGGGTGGGCGGCGTGTGGGCCGGGGGAGCCACCGACTACAACAGCGCCCTGAAGAGCAGGT
TCACCATCAGCAGGGACAACAGCAAGAACACCGCCTACCTGCAGATGAACAGCCTGAGGGCCGA

GGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGGACGGCGGCTACAGCAGCAGCACCCTGTACGCCATG
GACGCCTGGGGCCAGGGCACCCTGGTGACCGTGAGCAGCGCCAGCACCARGGGCCCCAGCGTRT
TCCCCCTGGCCCCCTGCAGCAGAAGCACCAGCGAGAGCACAGCCGCCCTGGGCTGCCTGGTGAA
GGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGGGGTGCAC
ACCTTCCCCGCCGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCIGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCCA
GCAGCAGCCTGGGCACCAAGACCTACACCTGCAACGTGGACCACAAGCCCAGCAACACCAAGGT
GGACAAGAGGGTGGAGAGCAAGTACGGCCCACCCTGCCCTCCATGCCCAGCCCCCGAGTTCCTE
GGCGGACﬁCTCCGTGTTTCTGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCRGGACCC
CCGAGGTGACCTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCAGGAAGATCCAGAGGTCCAGTTCAACTGGTA
CGTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCARGACCAAGCCCAGAGAGGAACAGT TTAACAGCACC
TACAGGGTGGTGTCCGTGCTGACCGTGCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAGGGCCTGCCCAGCTCCATCGAGAARACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
GCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCIGCCACCCTCCCAGGAAGAGATGACCAAGAACCAGGTG
TCCCTGACC?GTCTGGTGAAGGGCTTCiACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAACG
GCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGGCAGCTTCTTCCT
GTACAGCAGGCTGACCGTGGRCAAGTCCAGGTGGCAGGAAGGCAACGTCTTTAGCTGCAGCGTG
ATGCACGAGGCCCTGCAGAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGTCCCTGAGCCTGGGCAAGTGA
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SEC ID NO: .12 {secuencia‘ de amihoécido de cadena pesada
completa de PG110, 1ncluyendo la secuenCLa sefial)

MEWSWVFLFFLSVTTGVHSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSLTNNNVNWVRQAPGKGLEWVGGVWA
GGATDYNSALKSRFTISRDNSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARDGGYSSSTLYAMDAWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS

LGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKA

KGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWE SNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLT
VDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTOKSLSLSLGK

SEC ID NO:. 13- (secuencia. de aminodcidoe de cadenaz pesada

madura de PG110, exciuyendb la secuencia sefial)

EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGF S L TNNNVNHVROAPGKGLEWVGGVWAGGATDYNSALKSRETISRD
NSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARDGGYS SSTLYAMDANGOGTLVTVS SASTKGPSVFPLAPCSRS TSEST
AALGCLVKDYFPEPVIVSHNSGAL TSGVHTFPAVLOS SGLYSLSSVYTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKY
DKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVELFPPKPKDTLMI SRTPEVICVVVDVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPS S TEKT L SKAKGQPREPQVY TLPP SQEENM
TRNQVS LTCLVKGFYPSD IAVEWESNGQPENNYKT TPPVLDSDGSFFLYSRL TVDKSRHQEGNVE SCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSLEK

SEC ID NO: 14 (secuencia dé-\aﬁiﬁoécido de cadena ligera

completa de PG110, incluyendo la sécuencia sefial)

ATGAGCGTGCCCACCCAGGTGCTGGGCCTGCTGCTGCTGTGGCTGACCGACGCCAGATGCGACA
TCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGAGCGCCRGCGTGGGCGACAGGGTGACCATCACCTG
CAGGGCCAGCGAGGACATCTACAACGCCCTGGCCTGGTATCAGCAGAAGCCCGGCAAGGCCCCC
AAGCTGCTGATCTACAACACCGACACCCTGCACACCGGCGTGCCCAGCAGGTTCAGCGGCAGCG
GCTCCGGCACCGACTACACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGCCCGAGGACTTCGCCACCTACTT
TTGCCAGCACTACTTCCACTACCCCAGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAGAGG
ACCGTGGCTGCCCCCAGCGTGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAGCAGCTGAAGAGCGGCACCG
CCTCCGTGGTGTGCCTGCTGAACAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGA
CAACGCCCTGCAGAGCGGCAACAGCCAGGAAAGCGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACC
IACAGCCTGAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCT

GCGAGGTGACCCACCAGGGCCTGTCCAGCCCCGTGACCAAGAGCTTCAACAGGGGCGAGTGCTG
2 T
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SEC ID NO: 15 (secuencié de "amincacido de cadena ligera

completa de PG110, incluyendo:la sécﬁencia sefial)

MSVPTQVLGLLLLWLTDARCDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYNALAWYQQKPGKAPKLLIYNTD

TLHTGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLQPEDFATYFCQHYFHYPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQ

LKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSEVTKSENRGEC

SEC ID NO: 16 (secuéncia' de aminodcido de cadena ligera

madura de PG110, excluyendo laVsecﬁehcia sefial)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDIYNALAWYQQKPGKAPKLLIYNTDTLHTGVPSRFSGSGSGTDYT
LTISSLQPEDFATYFCQHYFHYPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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REIVINDICACIONES

1. _“ﬁn- énticuerpo aﬁpi;factor de crecimiento
nervioso (NGf),:caraété;iza@o-porquéjcomprende (1) una regidn
variable de cadena pesada que.égﬁprégde las CDRs 1, 2 y 3 que
tienen 1as:sécuéhcias de amiﬁoééidé de las SEC ID NOs: 3, 4 vy
5, respeqtiﬁameﬁte; (ii) ﬁné regién variable de cadena ligera
que COmprende'ias'CbRsrl, 2 y 3 éue;tienen las secuencias de
aminodcido dé ias SEC.ID NOs:. 6, 7'y 8, respectivamente, vy
{iii) una regién constante dé.igéé'hqmana, en donde la regidn
constante de‘igé4 humana coﬁprehde'lalsecuencia de aminoécido
de la SEC .ID .NOE 10, ‘en donde el anticuerpo tiene una
semivida de elimihacién términal ﬁedia en humanos de al menos
10-30 dias o tiené: una semiﬁida_'farmacolégica media en
humanos de al'ménos 30 dias. |

2. . Un anticuerpo -éﬁti—factor de crecimiento
nervioso KNGF),Acachterizaao porque comprende (i) una regidn
variable de'-égdéna pesédé.-que comprende la secuencia de
aminodcido de la SEEIID'No; ;,hliij una regién variable de
cadena ligera Que comprende_lé.éégﬁencia de aminoacido de la
SEC ID NO:fZ; y_(iii) una regiégféonstante de IgG4 humana, en
donde - 1la regién‘-qonstahte dé'.IgG4 humana comprende la
secuencia de, émiﬁoécido 'dé- la SEC-ID NO: 10, en donde el
anticuerpo tiene uné-sémivida;dé-eiiminacién terminal media

en humanos de. al menods 10-30 dias o tiene una semivida
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farmacolégicarmédia en humanos dé'él.menos 30 dias.

3. " Un anticuerﬁq 'an£i—factor de  crecimiento
nervioso jNGF),.caracterizado porque comprende (i) una regién
variable de Qadéna ?esada que_comb:eﬁde las CPRs 1, 2 y 3 que
tienen las sécuénciaé‘de amin5écido‘de las SEC ID NOs: 3, 4 y
5, respectivamehte, (ii) una éégién'yariable de cadena ligera
que comprendé'lés CDRs 1, 2-y 3'qﬁe tienen las secuencias de
aminoacidoe ae_lés'SEC D NOS:'G, 7 v 8, respectivamente, vy
(1ii) una regién'coﬁstanteﬁde IgGQ_ﬁumana gue comprende una
mutacién de regién bisagfa,_en dbnd§ el anticuerpc tiene una
semivida de'eliﬁinacién.terminélﬁhédia en humanos de al mencs
10-30 diaS'lo' tiene una semi&idé farmacelégica media en
humanos de al‘menoé 30 diés:

4. VQn' anticuerﬁo_ ant;rfactor | de crecimiento
nerviosc (NGF), carééteriéado_pofque'ccmprende (1} una regidn
variable de"cédena pesada quéhlébmprende la secuencia de
aminoécidoiﬂérla SEC ID NO:-1, (ii) una regidén variable de
cadena-ligera-que Eqmprende la'sécuepcia de aminocdcido de la
SEC ID NO: 2, vy (iii) und fegién constante de IgG4 humana que
comprende una mutaciéh .de__reéiéni bisagra, en donde el
anticuerpo tieﬁg una sémivida déuéliminacién terminal media
en humanos de al menos }O;BOA'dias o tiene una semivida
farmacolégica medié en humanos de.al menos 30 dias.

5. Un. apticﬁefpo. anti-factor de crecimiento

nervioso (NGF), caractefizado.po;qﬁe'comprende (i) una regidn
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variable de cadena ﬁésada”que coﬁprgﬁde las CDRs 1, 2 y 3 que
tienen 1las SeCuéncias de aminoééié@ de las SEC ID NOs: 3, 4 vy
5, respectivémente, (ii)-una.reéfén variable de cadena ligera
Jque comprende ;as CDRS l;-é \% 3 que tienen las secuencias de
aminoacido de.;aé SEC ID NOs: 6, 7. y 8, respectivamente, vy
(iii) una regién éénstaﬁte quén.cqﬁprende una mutacién de
regién bisagra, en donde el_aﬂfi;gérpo tiene una semivida de
eliminaciéﬂi£erminal media en hﬁﬁanos de al menos 10-30 dias
o tiene ‘una semiﬁida farmacolég;ca._media en humanos de al
menos 30 dias; 

0. Un énticﬁerpq_ éhti;factor de crecimiento
nervioso (NGF5, caracterizado péiqge-comprende (1} una regién
variable de cadena pesadg 'que -comprende la secuencia de
aminoacido de "la éEC ID NO: 1;.(ii) una regidn variable de
cadena ligera qué comprendé la secuencia de aminocicidc de 1la
SEC ID NO: 2, vy (iii) ﬁné fegiéﬁlcoﬁstante gque comprende una
mutacidén de #edién bisagra,.en'ﬁonde'el anticuerpo tiene una
semivida'déieliminacién terminal ﬁedia en humanos de al menos
10-30 ‘dias 0 - tiene uné: semivida .farmacoldgica media en
humanos de al menos 30-di§s;

7. Un antiﬁuerpo-‘ gnti;factor de crecimiento
nervioso (NGF) - que coﬁprende ﬁnan regién constante de IgG4
humana, 'caéaqteri;ado porqué la regidn constante de igG4
humana'cﬁmprende_la-secuéngia de aminodcido de la SEC ID NO:

10, en donde'el:ant;cuérpo énlazg aliNGF humano ¢ de rata con
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una Kp de 100 pM o menos, inhibe el. enlace del NGF a TrkA o

p75NTR

con una ICQ dé 250 EM _b menos, e inhibe 1la
proliferacién.dépendiente del NGF.Qé-células TF-1 con una ICsg
de 50 ng/ﬁi. C menos, y en"déﬁae el anticuerpo tiene una
semivida de eliminéqién términai'media en humanos de al menocs
10-30 dias _or;tiene una 1semivida- farmacoldgica media en
humanos de al menocs éO diés: |

8... ﬁn anticuerpo fénﬁi;factor de crecimiento
nervioso'(NéF);,caracterizadd pofﬁue comprende (i) una regién
variable de cadena pesada que cémprende las CDRs 1, 2 y 3 que
tienen las seCuenciag de aﬁiﬁoécidé‘de las SEC ID NOs: 3, 4 y
5, respectivamente, (ii) una regéén:variable de cadena ligera
que comprenﬁé lés CDRs 1, 2.y § que'tienen las secuencias de
aminoécido:ae las.SEC ID NOs: é; 7 y 8, respectivamente, vy
(iii) una regioén ;onstanté de I§G4 humana, en donde la regién
constante deJIgG4 hqmanaicompfengeuié secuencia de aminocacido
de la SEC ID NO: 10, én dbnde_el'énticuerpo enlaza al NGF
humano o de,;ata con ﬁna Kp dé 100 PM © menos, inhibe el
enlace del'ﬁGE a Trka o '1_:375!‘”“.1 con una ICsp de 250 pM o menos,
e inhibe‘la prbliferaciénVerendiente del NGF de células TFr-1
con una ICsg ae*SO ng/ml érmeﬁOS.m..

9. Un anticuerﬁo‘ ‘anti;factor de crecimiento
nervioso (NQF)['caractegizado pb;qﬁe'comprende (1) una regidn
variable' dé cadena pesada .que.'comprende la secuencia de

aminoacido de la . SEC ID ‘NO: 1, (ii) una regién variable de
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cadena ligera_Que compreﬁ&e la secuencia de aminocacido de 1la
SEC ID NO: 2, vy (iii) uné régién céﬂstante de IgG4 humana, en
dohde la rggién constante de Ig¢4 humana comprende la
secuencia de. am-inoécidé de " la._S,EC- 'ID NO: 10, en donde el
anticuerpo'énlaza al NGF humaho o'de rata con una Kp de 100 pM
o menos, inhibe el Enlace del NGF- a TrkA o p75™® con una ICsg
de 250 pM o menos, e lnhlbe la prollfera01on dependiente del
NGF de células TF-1 con‘una ICm de 50 ng/ml o menos.

lQ.u_'Un anticuerpo uqnti—factor de crecimiento
nervioso.(ﬁGF),'caracterizadd pgrQue comprende (i) una regidn
variable de caﬁéna pesada-que cdmpreﬁde las CDRs 1, 2 y 3 que
tienen las sécﬁéncias de aminoécidé&e las SEC ID NOs: 3, 4 y
5, respectivamente, (ii) uné fegién'variable de cadena ligera
que comprende.ias CDRs 1, 2'y é-gﬁe.tienen las secuencias de
aminoécido.de las -SEC ID NOs: .6, 7 y 8, respectivamente, vy
(1ii) wuna regién-coﬁstante.dg IgGglhﬁmana, que comprende una
mutacién de feéién biségra? én dondé el anticrerpo enlaza al
NGF humano o de rata con una kuﬁdé-iOO PM o menos, inhibe el
enlace del.ﬁGF a TrkdA o p75m§ cbnuuna ICs0 de 250 pM o menos,
e inhibe.la.prpiiferaciéﬁ_dependiente.del NGF de células TF-1
con una ICsg de‘SO'né/ml 0 menos.

11.. :Un énfiche;pé , anfi%factor de crecimiento
nervioso (NGF),lcaracte;iiadoApQ£QUé.comprende {1) una regidn
variable de. cédena pesada“qué‘-éomprende la secuencia de

aminodcido de la SEC ID NO: 1, (ii) una regidén wvariable de
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cadena ligéra gue comprende ia:sécuehcia de aminoacido de la
SEC 1ID Nd: 2,-§ (1i1) una';egién constante de IgG4 humana que
comprende uhé :mutacién. dé.-regiéhi bisagra, en donde el
anticuerpo enlaza al NGF huﬁanb‘qvae'rata con una K; de 100 pM
© menos, inbibé'el enlace del NGEna TriA o p75"* con una ICsp
de 250 éM é'menbs, e inh;be ia;proliferacién dependiente del
NGF de células;TFvl con una. ICso dé“50 ng/ml o menos.

12. ﬂUn anﬁ;cuerpé anfirfactor de crecimiento
nervioso (NGFJ,.caracte;izaﬁo'poréué comprende (i) una regién
variable de,cadéna pesada qﬁg_cémp}ende las CDRs 1, 2 y 3 que
tienen_lqs secuencias de aminoécido de las SEC ID NOs: 3, 4 y
5, respectivameﬁte,'(ii)'una,regiéplﬁariable de cadena ligera
que comprendé ias CDRs lp 2 § 3“qué1tienen las secuencias de
aminoédcido de las SEC ID NOs;~6j f.y 8, respectivamente, vy
(1ii) una r&égién constante'unéfhébmprende una mutacidén de
regién'bisagrar-en'donde ei anticuerpo enlaza al NGF humano o
de rata con una.Kb dé 100,pM Q_menﬁat.inhibe el enlace del NGF
a TrkA o p75m“.con'ﬁné ICsp de 250 pM o menos, e inhibe la
proliferacién'dépendiente del ﬁGF“de‘células TF-1 con una ICsgg
de 50 ng/ml-é'mehos. | |

.13. » ﬁn ' anticﬁeﬁpo " anti-factor de crecimiento
nervioso (NGE)}»cérécterizado-poréﬁe:comprende (i) una regidn
variable de cadena'ipeséda. que"'pqmprende la secuencia de
aminodcido de la SEC ID'NO:'i;‘kii) una regién variable de

cadena ligéra que comprende la sécuencia de aminodcido de la
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SEC ID NO:;Q}'Q‘(iii) una régiénfébnstante que comprende una
mutacién.de-regidn'bisagra; en'dénde el anticuerpo enlaza al
NGF humano o_dé raté cen. una Kp de,}bo‘pM © menos, inhibe el
enlace del NéFIa TrkA o p75M* cdh‘una ICse de 250 pM o menos,
e inhibe la proliferacion depéﬁdiép‘te del NGF de células TF-1
con una ICm'ae 50 ng/mi o menos:“‘

-14. _Un anticﬁe?po “anti-factor de crecimiento
nervioeso (NGFj, 'carac?efiiaQO péigpe comprende una regidn
constante de IgG4 hﬁﬁana{ la.regiénfconstante de IgG4 humana
comprende una MUtacién de la fééiéh bisagra que comprende la
mutacidn dé. sgrina en la éésicién de aminoacido que
corresponde a la pbsiciéniiOB de aminodcido de la SEC ID NO:
9.

15.

nervioso (NGF) que comprende
humana, ‘caiacterizado porque

humana - comprende una mutacién,

Un anticﬁerpq

anti;factor de crecimiento
una regién constante de IgG4

la regidn constante de IgG4

y'en donde el anticuerpo tiene

una semivida. de eliminacidén terminal media en humanos de al
menos 10-30 dias o tiene una semivida farmacolégica media en
humanos de al menos 30 dias.

16. Un anticuerpo anti-factor de crecimiento

nervioso (NGF) . gque .comprénde una regidén constante de IgG4
humana, caracterizado -pérquel la ”EEgién constante de IgG4
humana comprende una mﬁtacién.y.en donde el anticuerpo tiene

una semivida de eliminacién terminal ‘'en un mono cynemolgus de

0
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al menos 15 dias.

1Jf"Ei anticuerpﬁ_ At i-NGF de conformidad con
cualquiera de'lés feivindiéaciohes precedentes, caracterizado
poerque tiene.una'seﬁivida de eliﬁingéién terminal en un mono
cynomolgus en ‘un iﬁter#alo de"'apfoximadamente 15 dias a
aproximadamentef28 dias.

IBJI'Ei anticuerpo.- éﬁfi;NGF de conformidad con
cualquiera ae ;as keivindiéaciohes precedentes, caracterizado
porque tiene.uha Semivida de eliminagién terminal en una rata
de al mencs 8 dias.

19. Bl antieuérpé ”éﬂfi—NGF de conformidad con
cualquierafaé las reivindicacioﬁés-precedentes, caracterizado
porque‘la'mutécién'es una mﬁtaciéh de.regién bisagra.

20,  El. anticuerpOJ anti-NGF de conformidad con
cualquiera de las réivindicacidnés pfecedentes, caracterizado
porgue la mﬁtécién de regidn biéégia-comprende la mutacién de
serina en Ié posicién de am;noéciao 108 de 1la SEC ID NO: 9.

"21. E1 énticuerpq anﬁijNGE de conformidad con la
reivindicacién 126, caraCtériZado'“porque la serina en 1la
posicidén  de aminoééidd -que _;o;pesﬁonde a la posicién de
aminodcido iqé ae la SEC ID NO:{Q e§ thutada a prolina.

Zé. El anticuerpo aﬂtinGF de conformidad con
cualquiera de las reivindicacioﬁes precedentes, caracterizado
porque la regién qonstén£e de 'iQGQ humana comprende la

secuencia de aminoacido de la SEC ID-NO: 10.
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23. E1 éntibuérpo,ra;tifﬁGF de conformidad con
cualguiera dg'lés reivihdicacioﬁes;precedentes, caracterizado
porgque tiéhe una o© més de ias siguientes propiedades
funcionales:

a) .énlaza.‘a . NGF .humano"ﬁero no enlaza al factor
neurotréfico derivado de cerebrqihumano (BDNF), neurotrofina
humana 3 (NTEé):o neurotrofina ﬂumana’ﬂ (NT-4);

b{ enlgza al NGF'huméno © de rata con una Kp de
100 pM o henos}- | |

c) * inhibe el enlace de NGF a Trka o p7s™™,

d) ' inhibe lé prdliferabién dependiente del NGF de
células TF-1;

éi inhibe 1la suﬁervivehcia de ganglio de raiz
dorsal-de.pollé'dependienté.del NGF;

f)'A inhibe la éxéreéengig'de neurita de céiula PC12
dependiente del NGF. ‘

24. El antiéuerpo anﬁi—ﬁGF de conformidad con
cualquieraAde‘las reivindicaéionés precedentes, caracterizado
porgque no exhibe‘un'efecﬁo‘de rebote cuando se administra a
un sujeto. -

25. EL aﬁﬁicuerﬁo"antiJNGF de conformidad con
cualgquiera de las reivindicécioﬂeé'pgecedentes, caracterizado
porque élivia ‘el- dolor ‘por  una duracién de al menos
aproximadamenﬁé'cuatro'semanas a ap;éximadamente doce semanas

después de la administracién- de- una dosis Uunica del
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anticuerpo antifNCF a un Sujeto.

26. El éntibuérpo_‘aéfiﬁﬁGF de conformidad con
cualquiera de'lés reivihdicacioﬁes;precedentes, caracterizado
porgue Comﬁreﬁde una regién' vagiable de cadena pesada que
comprende las"CDRé 1, 2"y 3 .qug tienen las secuencias de
aminoacidos de laé SEC .ID Nés:'B, 4’y 5, respectivamente.

27. El ;ntibuérpo._aétiﬁﬁGF de conformidad con
cualquiera dgllés reivihdicacioées.pfecedentes, caracterizado
porgue comérende una regién vagiable de cadena ligera que
comprende‘ las CDRs -1, 2-ly 3 .qﬁe tienen las secuencias de
aminoacido de las SEC ID NOé:6,{7uy'8, respectivamente.

28. EL antiéuerpo-‘ant;~NGF de conformidad con
cualquiera de las reivihdicacioaes-piecedentes, caracterizado
porgque éom;rende una regién' variable de cadena pesada que
comprende. las 'CDRs 1, 2‘.y 3 que tienen las secuencias de
aminodcido de las SEC'Iﬁ NOs : gfnf_y 5, respectivamente, vy
qué comprende - una feéién .variablé de cadena ligera que
comprende las CDRs 1,‘2 vy 3 qué' tienen las secuencias de
aminoécido.de_las SEC ID.Nos:.6{ 7 y 8, respectivamente.

.29. jEl, anticuerpo anti-NGF de conformidad con
cualquiera de Ias reivindicééiongs‘Execedentes, caracterizado
porque comprende una regiéﬁ 'variable de cadena pesada que
comprende la-secuencia ée aminoéc;do de la SEC ID NO: 1.

| 36. El .anticugrpé anti-NGF de conformidad con

cualquiera de ‘las reivindicaciones precedentes, caracterizado
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porque . comp&ende una regién. variable de cadena ligera que
comprende la;-Secﬁencia de am;noééidg de la SEC ID NO: 2.

31. E1l éﬁticuérpo"aﬁtijNGF de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciéﬁéé'precedentes, caracterizado
porque comp;éﬁde una regién- véfiable de cadena pesada que
comprende la Secuén;ias delamihoéci@o de la SEC ID NO: 1 vy
una regidn 'vé;iéble de -cadena ~ligera que comprende la
secuencia de aminoécido‘dé la SEC“ID NO: 2.

32. E} anticuerpc ‘éﬁti—NGF de conformidad con
cualquierafd; ias reivindicaciogés precedentes, caracterizado
porque- ccmpiﬁe' pafa enlazar é NGF_ con un anticuerpo gue
comprende una regidn variable'de cadena pesada que comprende
la secuencia de amiﬁoééiﬁo-dg_lérSEt ID NO: 1 y una regién
variable de Acédena ligera . qué gbmprende la secuencia de
aminoécido:de ia SEC ID NO: 2.

"33,  .Un anticuerpo | anti-factor de crecimiento
nervioso (NGF); caractefiéadd porque comprende una regién
constante de IgG4 humana, 'en 'd§hde‘ la regidn constante de
IgG4 humana éoﬁprende una mutaéiém‘de la regidén bisagra, en
donde el Ténticugrpo tiene' uné semivida de eliminacién
terminal en uﬁ-humano de al ménos 10 a 30 dias o tiene una
semivida farmacblég;ca'média5én_hﬁﬁépos de al menos 30 dias,
Yy en donde el antiCuerﬁo alivia_el_dolor por una duracidén de
al menos apquimadamenfe cuatto “semanas a aproximadamente

doce semanas después de la.administracién de una dosis unica
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del anticpérpo a un sujeto humano.

34.‘ ﬁl <an£iCuerpo lanti;NGF de conformidad con la
reivindicacién :33, -Cafactefizado Iﬁérque la mutacidén de la
regidén bisagra bompréndg la mﬁtab¥éﬁ de serina en la posicién
de aminoacidé 108 de la SEC iD NO: G,

.35. El anticuerpo anti-NGF de conformidad con la
reivindicacidn .34, .Caracterizaddu‘pbrque la serina en 1la
posicién de. aﬁinoécidé ‘que corresponde a la posicidn de
aminodcido 108 de la SEC ID NOE;9"es.mutada a prolina.

36. Ei anticuerpo._anfi;ﬁGF‘ de conformidad con la
reivindicacién_§5[ caracterizado porque la regidén constante
de IgG4 humana?ompfende.la‘secueﬁcié de aminocadcido de la SEC
ID NO: 10. o

37.° El anticuerpo éhti;NGE‘ de conformidad con la
reivindicaqiéh'éB, caracterizadq;ﬁorque tiene una o© mas de
las siguienfes_propiedadeé.funcionales:

a) ‘énléza a NGF ﬂhgmano ugero no enlaza al factor
neurotréfico derivadé_de'cerebrd'huﬁano (BDNF), neurotrofina
humana 3 (NT—3)}o neurotrofiﬁalhﬁﬁaha.4 (NT-4) ;

b}l eﬁlaza al NGF-huﬁéno o de rata con una Kp de
100 pM o menoé;_ .

c) - inhibe el eniaCe de NGF a TrkA o p75"%;

d) inhibé la ﬁrolifefécién dependiente del NGEF de
células TF-1; o

ef inhibe 1la supervivencia de ganglio de raiz
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dorsal de pollo dependiente ael'NGf;
.ff ‘iﬁhibe la excrecencia de neurita de célula PC12
dependiente dei‘NGF. | L

38. E1 anficuefpo_ antijNGF de conformidad con la
reivindicaciéh:SS, caracterizadﬁypbrque compite para enlazar
a NGF con Uhlanﬁicuerpo que coﬁbiende una regidén variable de
cadena pesada'que bgmprendé la:secuencia de aminoacido de la
SEC ID NO: '1l:y ‘una xegién' variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de“aminpééidofde la SEC ID NC. 2.

39. El anticuerpo éﬁtifﬁGE‘ de conformidad con la
reivindicadién'33, caracterizadg'porque alivia el dolor por
una durdcidén - de -al .mehos doge semanas después de la
administracién de.una dosié unica ‘del anticuerpo a un sujeto
humano. |

40.. fUn anticuerpo -“anﬁi*factor de crecimiento
nervioso (ﬁGFﬁ. caracterizado ﬁérque comprende una cadena
pesada que comprenae la éécuenéié'de_aminoécido de la SEC ID
NO: 13, en donde él gntiéuérpo tiene una semivida de sueroc en
un  humano de al aends 10-30 ;ﬁidé 0o tiene una semivida
farmacolégicéjmédia en humanos @é_ai menos 30 dias.

4{. | El anticﬁerpo'apti—NGF de conformidad con la
reivindicéciénV4O, caractériza&o,porque la cadena pesada se
codifica por-laisecuencialdé hﬁc%eétido de la SEC ID NO: 11.

42. E1 anticﬁerpo' aﬁt;%NGF de conformidad con la

reivindicacidén 40 o 41, caractet;zado porque la cadena ligera
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comprende la Seéuencia de aminoééiqb de la SEC ID NO: 16.
43.MIE1 anticuerpo 'angi;NGF de conformidad con la

reivindicaciéﬁg42; paracterizado.porgue la cadena ligera se

codifica por_lé:sécuencia‘dé nucledtido de la SEC ID NO: 14.

44, Un énticﬁerpo ' %nti;factor de crecimiento
nervioso (NG?)i‘caractérizado -fo:éue comprende una regidn
constante dé igG4 humana,.eh dgnde el anticuerpo comprende
una cadena pesada éue comprende‘ia secuencia de aminoacido de
la SEC ID NO: i3 VA uﬁai cadenanfiigera que comprende la
secuencia de aminoécido‘de la §EC1iD'NO: 16,

45!! fUn anticuerpo ':éntiLfactor de crecimiento
nerviosoc (ﬁGFﬁ. cgracterizadb _pérque comprende una regidn
constanté de IgG4 humand; en aﬁnde.el anticuerpo comprende
una cadena pésada cgdifi?ada~§oF‘Ié secuencia de nucledtido
de la SEC ID NO: 11, § una cadgﬁa'iigera codificada por 1la
secuencia de,npcleétido‘de la SE¢ ID NO: 14.

4?.‘ En _anticuerpd. anti-NGF de conformidad con
cualquierﬁ de.iaslreivindiqaciones precedentes, caracterizado
porque el anticuerpq.es éuiméfiqg?ﬂﬁumanizado o humano, © un
anticuerpo en el cual ios épitgpéé'&e la célula T potencial
han sido eliminados. |

47.‘ Una . composicién._farmacéutica, caracterizada
porque. cémpreﬂde el antiﬁuerpo anti-NGF de conformidad con
cualquiera de las‘-réivindiéaciogés 1-46 y un portador

farmacéuticamente aceptable.
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48. Un kit,’ éaracte#@zaéo porque comprende el
anticuerpo éﬁtifNGF de confor@idéd' con cualguiera de las
reivindicaﬁionés 1-46 e inspfucci@nes para uso del anticuerpo
para el tratamiento.de uﬂa enférmedad o afeccidén relacionada
con NGF. |

49. Un método‘péré ategﬁar‘o inhibir una enfermedad
© afeccién %eléciohada'(xni-NGé_en_inl sujeto, caracterizado
porgue 'el:i métodq comprendé _ gdministrar al sujeto el
anticuérpb anﬁi—NGF- de ,éonforﬁidad- con cualguiera de las
reivindicaciohes 1—4@.'

50._El métoda de bonformidad con la reivindicacién
49, caracterizado porqué la ‘enfermedad o afeccién relacionada
con NGF és~el.dolo:.

51. El método dé.conformidad con la reivindicacién
50, caracteriéado porque él'dalo; ééiselecciona del grupo que
cohsiste de dolor ostéoértriticg,fddlor lumbar crénico, dolor
neuropéticqldiabético, &olor por;&énEer, dolor de metdstasis
bsea, cistitis 'intersticial; sindrome de vejiga dolcorosa,
dolor asociadﬁ'con prostatitis no bacteriana crénica, dolor
asociado con ‘éndometfiosié, doléri asociado con fibromas
uterinos y dolor post¥opera£ivb.g-.

52 El método de éonfo:ﬁidéd con cualquiera de las
reivindicgéioneé 49-51, caracterizado porgue el anticuerpo
anti-NGF se @dﬁinistra a una‘dosis_eh un intervalo desde 0.1

mg/kg a 3 mg/kg:
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53. Ellmépodo de:cohformidad con cualguiera de 1las
reivindicaciones 49;52,‘céracteriéad5 porgue el anticuerpo se
administra iﬁfrévenosaménte.. |

54. El método de_cbnfogmidad con cualgquiera de las
reivindicécionés 49-52, caracte£izad0 porque el anticuerpo se
administra subcuténea o iﬁtfaait%cﬁiérmente.

55. E1 método de Confq%midéd con cualquiera de las
reivindicacioneé 49—54; carad%enizédo porque un  segundo
agente férﬁ;céuticg se adminiétra'al sujeto.

-56. El metodo dé conformidad con la reivindicacién
55, caracterizédo porque; el  segu5d§ agente farmacéutico se
seiecciona del- grupo ‘que .consiste de NSAIDs, analgésicos
incluyendo analgésicos. opioidss“ y analgésicos atipicos,
anestésiéoé'locales, bloqueoé Qe; nervio, blogueos de fenoi,
anticuérp@s fteﬁapéuticéé{ esteroides, anticeonvulsivos,
antidepresivds,: capsaicina.- tépi;é} agentes antivirales,
inhibidores de TrkA e:inhibidorgsnde'PKC.
52s‘Uh'método.para'aténpér'o inhibir el dolor en un
sujeto, cafacterizado porque.el método comprende administrar
al sujéto un éhticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso
(NGF) que compfendexuﬁa regién coﬁgtante de IgG4 humana, en
donde 1la regién cdﬁstanté 'de" I§G4 humana comprende 1la
secuencia de éminoécido de SEC-;fD .NO: 10, y en donde el
anticuerpp'alivia el dolor ‘en el-sujéto para una duracién de

al menos aproximadamente .cuatro semanas a aproximadamente
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doce semanas_déspuéé de iafadminigﬁrécién de una dosis Unica
del anticuerpo énti~NGFba-uﬁléujetQ;i

58.. El métoﬁo'de cbhfdrﬁiaad con la reivindicacidn
57, caracterizado porque el.;nticuérpo anti-NGF comprende una
regién‘variéble.de'cadena'pesada‘que.comprende CDRs 1, 2 y 3
que t;ene las sécueﬁéias‘de-aminoé;ido de la SEC ID Nos: 3, 4
¥ 5, respectivémente; ﬁ una_fegién.variable de cadena ligera
que comprende las CDRs 1, 2 flgfqué_tiene las secuencias de
aminoécidos-dé'éﬂc ID Nos: 6;_7'yfé, respectivamente.

,59.'Ei-método de'conformidad con la reivindicacién
57 o 58, cé%attérizado';porqué“_él anticuerpo anti-NGF
comprende uné fegién-yariable dé“padena pesada gque comprende
la secuencia'dé aminocacido déﬂiﬁ'SEC ID NO: 1 y una regién
variable de"cadena ligera',quéi;éémprende la secuencia de
aminodcido ae la SEC ID NO: 2.

60..E; métodq de‘cqnforﬁ;qéd con cualgquiera de las
reivindicaciones 57:59; 'caractéfizédd porque el dolor se
selecciona dél_grupo que copsiéﬁé_de dolor de osteoartritis,
dolor crénité dé espalda baja;.aoior neuropdtico diabético,
dolor por cénqer,'.dolor- Ae ﬁetéstasis de hueso, cistitis
intersticial{'sindrome'de Vejiga delorosa, dolor asociado con
prostatitis abacté#iana. ~c;énitah: dolor asoclado con
endometriosis} dolor asociado éongibroides uterino y dolor
post—operatégioi -

"61l. El método de conformidad con cualquiera de las
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reivindicaciones 57-60, ‘céracterizado porque el anticuerpo
anti-NGF se admihistra:a-ujadosis,gg un intervalo desde 0.1
a 3 mg/kg. .

62.'Ei método. de coﬂfgfmidad con cualquiéra de las
reivindicadiéhés.57—61, caractefiiado porgque el anticuerpo se
administra intravehosamente.o subcuténeamente.

631-ﬁp método para atenuar. o inhibir una enfermedad
o -afeccidén relacioné&a‘cén el_féétoﬁ de crecimiento nervioso
(NGF) en un sujeto de modo_quéféé evita un efecto de rebote
en el sujééo}_ caracterizado 'ﬁorque el método comprende
administrar al sujepo urni- antiéuerpo_ anti-NGF que comprende
una regidn ponsfante de igG4 humana, en donde la regién
constante de IgG4 Euméné cqmpr;ndeﬁ una mutacién de regidn
bisagra, vy én'_donde el aﬁticﬁe;ﬁo- tiene una semivida de
eliminaciéﬂitérminal en un.huméﬂo de al menos 10-30 dias o
tiene una semividalﬁarmacélégicé media en humanos de al menos
30 dias, vy .en .dOHQe. el 'éﬁticuérpo se administra a wuna
dosificacién y a uha 'frecueng;%; dé modoe gue se evita un
efecto de répété‘en el sujeto.

64. El1 método de_cbnfo&midad con la reivindicacién
63, caraéterizado porque la reéién constante de IgG4 humana
comprende una : mutacién: .eﬁ' }aw:'posicién de aminoacido
correspondiente a la p5sicién-de;aminoécido 108 de la SEC 1ID
NO: 9. |

65. El método de.cbnformidad con la reivindicacidn
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64, caractefizado porque la serina en la posicién  de

amincacido correspbndienté é la  posicién de aminodcido 108 de
la SEC ID NO:. 9 es mutqda:aﬂp;oliﬁaT;

66. E1 méﬁédo de confdimidéd con cualguiera de las
reivindicacibheé 63-65, caréééérizado porgue la regidn
constante dé‘Igé4 humana-compreﬁdé ia.secuencia de aminocéacido
de la SEC ID NO: 10. -

67ﬁ-E; ﬁétodq de'conformidad con cualguiera de las
reivindicaciones 63:56; .caraqte}izado porgue el anticuerpo
anti-NGF comprehde una-regién.ﬁéfiable de cadena pesada que
comprende Ia; .CDRs 1, 2 y 3 éﬁe .tienen las secuencias de
aminocacido de las.SEC ID'NOs:13{ 4 y 5, respectivamente, vy
una regidén variable de cadéna ligera gque comprende las CDRs
1,2 v 3 qgue tieneﬁlasbsecuepq;as,ae aminoacido de las SEC
ID NOs: 6, 7 y é, respeétivamenﬁé.n

Gé. El método de_cOnféfmidad con cualquiera de las
reivindicécioﬁes 63767, 'Caractér;zado porque el anticuerpo
anti-NGF comprende upa.régiéh variable de cadena pesada que
comprende la secuenéia de.aminoééido:de la SEC ID NC: 1 y una
regidn variéblé‘de cadena lige%§ qué comprende la secuencia
de aminoacido ae la SEC ID NO: 2;f

1 69. El método de confofmidad con cualquiera de las
reivindicaciohés 63-67, :carécteyiéédo pcrgue el anticuerpo
compite por enlazar ai NGF coh_ﬁ§'énticuerpo que coeomprende

una regidn  variable de cadeha_*pesada que comprende la
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secuencia dé; aﬁinoécidb de. laf“SEé "ID NO: 1 y una regién
variable dé éadena ligera que fcomprende la secuencia de
aminoacido de la SEC. ID NO: 2. -

70. El método de.cohforﬁidad con cualquiera de las
reivindicaciones 63—69f cérécterézadb porque la enfermedad.o
afeccidn reiéciénada con NGF e%;dolor seleccionado del grupo
que consisge de QOlor ?o: Esteéartritis, dolor crénico de
espalda Baja,gdo;or-neurépétic§ diabético, dolor por cancer,
dolor de metéstﬁsis‘de'hﬁeso, ci§tifis intersticial, sindrome
de vejiga .dolorosa,\ dolor ._asobiado con prostatitis
abacteriana grénica, doior asodiado con endometriocsis, dolor
ascciado con fibroides uterinb y dolor post-operatorio.

1. El metodo dé‘conformidad con cualquiera de las
reivindicacidénes 63-70, :caféctegi;gdo porque el anticuerpo
anﬁi—NGF se'administra\a uné.dégié_én un 1intervalo desde 0.1
mg/kg a 3 mg/kg}'

i2. El método de-c&nfo;midad con cualquiera de las
reivindicacionés 63-71, céracterizadd porgue el anticuerpo se
administra intravenosamente o subgﬁ£éneamente.

73..  El aﬁticuerﬁo"qntiQNGF de conformidad con
cualguiera de las reivindiéaciénéé i—46, caracterizado para
el wuso gﬁ' el tratamiento de 'una' enfermedad o afeccidn
relacicnada coﬁ.NGF.

74.' ﬁl antiéperpé anti~NéF de conformidad con la

reivindicacién .73, caracterizado - porque la enfermedad o
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afeccién relacionada con NGF es-el'dolor.

75.L7El anticﬁerp0' antiéNGF de conformidad con la
reivindicaéién - 74, caractérigado porgue el deolor se
seleccioné del:grupo que éqnsiste-de‘dolor por osteocartritis,
dolor crénicb de espaldi_béja,‘qgiér neuropatico diabétice,
doior por céncer, dolér de 'mgﬁéstasis de hueso, cistitis
intersticiq},.sindrome &e vejigéhdbldrosa, dolor asociado con
prostatitié' abacteriana -érénica, dolor asociado con
endometriosisr dolof asociadg con fibroides uterinos y dolor
post-operatorio. |

76.. Uso del antiéue&po~éﬁti-NGF de conformidad con
cualquiera_ge las reivindicéciéﬂeé 1;46, para la manufactura
de un mediéamento-para el uso en la atenuacién o inhibicién
de wuna enferﬁédad o afeccién re;acionada con NGF en un
sujeto. | .

77. El uso de.confdfmidaalcon la reivindicacién 76,
en donde la ‘enfermedad 0 afecciéﬁ‘relacionada con NGF es el
dolor.

78. Ei usd de Qonfqrmidéq'éon la reivindicacién 77,
en donde el.ddlor Se.selegciona.del grupoc que consiste ds
dolor osteoartritico; dolor lﬁmbéf‘é;énico, dolor neuropatico
diabéticQ,:-dblgr por cénéer,'ﬁdélor de metédstasis Osea,
cistitis ,iﬁte;sfidial, éiﬁdrome- de vejiga dolorosa, dolor
asociado con jprosfatitis‘ no bagéeriana crénica, dolor

asociado con endoﬁetrioéis, ddlor . asociado con fibromas
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uterines y delor post-ope?ativb.‘_.'

79. Uso del‘énticﬁé:pouépti—NGF de conformidad con
cualquiera dgllas reivindicaciones‘l¥46, para la manufactura
de un mediéamgnto'para el uso en la atenuacidén o inhibicién
del dolof en un sujeto,‘dg mode -que el dolor es atenuado o
inhibido en: el SPjEtOL pof yﬁé°_duracién de al menos
aproximadamente.cuatro éemaﬁas.g,épfoximadamente doce senanas
después de . la administraciéﬁ_;de' una dosis unica del
anticuerﬁo.antiéNGE a un sujefoi

-80. .sto de'un‘anticuerpo‘anti—NGF de conformidad
con cualquiéré de - las. feivipdi&aciones 1-46, para la
mahufactura‘de un medicamenfoﬁparé_él uso en la atenuacién o
inhibicién‘Qe_ﬁna enfegmedad olafecéién relacionada con NGF
en un suje£o de modo que se-evita un efecto de rebote en el
sujeto; |

81. ﬁn vec#or .dé expfesién que codifica un
anticuerpo _anti—facﬁor dé -'Qreﬁiﬁiento Nervioso (NGE) ,
caracterizado ?orque el véctog,'EO¥prende la secuencia de
nucleétido de-SEC ID NO: 11 que incluye una cadena pesada de
anticuerpo y_lé secﬁencia de nucléétido de SEC ID NO: 14 que
codifica una-cééena Iiggra de.anticﬁerpos.

82.. Una célula Eﬁésﬁea{ caracterizada porque
comprendg gl'veﬁtor de expreé;éﬁ'dé la reivindicacién 81.

_83. Uﬁ método de'expresién de un anticuerpo anti-

NGF, caracterizado porque compﬁende cultivar la célula
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huésped de 1la reiﬁindiqacién 82, de modo que expresa un
anticuerpo anti-NGF que comprende una cadena pesada
codificada -porl la SEC ID. NO: -11 y una cadena ligera

codificada.pdr'lé SEC ID NO: 14. .
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' RESUMEN DE LA INVENCION

La pﬁesénte ;nveHCién pfop§rciona anticuerﬁos anti-
factor de crecimienfé nefviQsoA(NGinque contienen una regidn
constante de igG4 que coméfeﬁae' nuna mutacidn de regidn
bisagra estaﬁilizante Y en dondé{lés anticuerpos exhiben una
semivida -en sugro~ipesperaaameﬁte larga en monos cynomolgus.
También se !p;oporcionan icomposigiones farmacéuticas que
comprenden los antiéuerébs. antiﬁNGF, &cidos nucleicos que
codifican los anticuerpos NGF;.Eé;ﬁlas huésped para expresar
los anticuéiéos_NGF y métodos &é;uso de los anticuerpos para

tratar enfermedades o afecciones relacionadas con NGF.



" Unidades de fluorescencia -

150000 -

100000 4 -

50000 1

[PG110] log ng/mL

FIG.1

I NGF

A BONF

v N3

CONTE

i B

852009



% de Enlace de Control

140~
1201
100
80—
60
40

204
N

—A- PG110

T —O— Ig64k

op i
A A
] T 1 1 1
-2 -1 0 1 2

Concentracion log de Ab (nM)

FIG.2A

g

<2020

Yok



f20‘

% de Enlace de Control

140

- 100

80

60

40+

—A— PGI1Q

ST —O- g6k

T I T T 1
-2 -1 0 1 2

Concentracién log de Ab (nM)

FIG.2A

le

0EZan)



Guli3l

47

FIG.3A

[PG110] log ng/mL

T ! 1
=) N [~ T
7<) =+ ~ it

-85

100
. 80

[0Ju0D Bp ejsondsal ap %"



A

100 ~

T
(=]
a

T T
) <
© <+

[onuo) ‘ap eysandsal ap 9,

I
o
N

-6.5

[PG110] fog ng/mL

COD)QQ

U oo

FIG.3B



_% de respuesta de Control . .

100

80

60

-8.0

T
~71.5

[PG110] fog ng/mL

FIG.3C

L9

££2029



Registrbs de severidad media.

45
404

.| o= vehiculo. . - .
—~PG110 (0.003 mg/kg) |
——PG110 (0.01 mg/kg)
~-PG110 go.os ma/kg)
0.3 mg/kg) .

-#-PG110

—+PG110 (3 mo/kg)

= =

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15° 16 17 18 19 20 21 22
Tiempo (dias)

Registro de lesién = nimero x area (mm?)

FIG.4

UL



LISTADO DE SECUENCIAS
<110> PANGENETICS 110, BV

<120> ANTICUERPOS CONTRA EL FACTOB DE CRECIMIENTO NERVIOSO (NGF) CON ESTABILIDAD
IN VIVC MEJORADA : ‘ -

<130> PNJ-013pC

<140> Nueva Solicittd . )
<141> Concurrentemente Con Esta '

<150> 61/252,314
<151> 2009-10-16

<150> 61/238,813
<i51> 2009-058-01

<150> 61/227,251
<151> 2009-07-21

<150> 61/175,228
<151> 2009-05-04
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<210> 1

<21il1> 122

<Z212> PRT ’ o
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente - ‘
<223> /nota="“Descripcién de Sécuencia Artificial: Polipéptido

sintético"
<400> 1 . E ’ .
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 5 S 10 o 15

Ser Leu Arg Leu-Sef‘Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Leu Thr Asn Asn
20 I . 25 : 30

Asn Val Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro .G1y Lys Gly.Leu Glu Trp Val
35 C 40 - : 45

Gly Gly Val Trp Ala Gly'Gly Ala Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Lys
50 55 ' 60 -

Ser Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Alz Tyr Leu
65 . 70_ g 75 - 80
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85 " -90 - : 85
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100
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110

115 120
<210> 2
<211> 107
<212> PRT :
<213> Secuencia Artificial
<220>
<221> fuente , . . :
<223> /nota="“Descripcién de Setuencia Artificial: .Polipéptido
sintético” ) - '
<400> 2 . ‘ ]
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pre Ser Ser Leu Ser'Ala Ser val Gly
1 3 - ' 10 ' 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala'Ser Glu Asp Ile Tyr Asn Ala
20 ' : 25 ' 30
Leu Ala Trp Tyr GIn Gln Lys Pfo Gly Lys.Ala Pfq Lfs Leu Leu Ile
35 40 : 45
Tyr Asn Thr Asp Thr. Leu His Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 I 55 ‘ 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 0 - .75 : 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln His'Tyr Phe His Tyr Pro Arg
85 - - 20 - 95
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100 ' 105~
<210> 3
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<210> 4
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<220>
<221> fuente
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<400> 4 v
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1 5 10 . i5

<210> 5
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<221> fuente s L
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<£00> 5
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1 5 . 10

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Art1f1c1al

<220>
<221> fuente

<223> /nota—“Descrlpc1on de Secuencla Art1f1c1a1: _Péptido
sintético”

<400> 6 . L
Arg Ala Ser Glu Asp Ile Tyr Asn Ala Leu Ala ..
1 5 . Tl

<210> 7

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial’

<220>

<221> fuente

<223> /nota=“Descripcién de Secuenc1a ArtlflClal: Péptido
sintético"
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Teu

‘Glu

Gln-

Leu

éys

Ser
Ser
Ser
75

Asn

Pro

Phe

Val

Phe
155

Ala

Leu

Gly"
fsér
_603
.Leu

Tor

‘Ser

Pro

Thr
14Q

Asn

_PEO

Val

Ala
45

‘Gly

Gly
Cys
Pro
125

Cys

Trp

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Lys

Val

Tyr

cuencia Arﬁificiai:'Péptido

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

95

Ala

Pro

Val

Val

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

Val

Asp
160



Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

305

Leu

Val

Ser

Leu

Ser

210

Prc

Gln

Ala

Thr

Leu

290

Ser

Ser

<210> 10
<211> 32

<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 10

1

Glu

Thr

Asn

185

Ser

Gln

Val

Val

Pro

275

Thr

Val

Leu

7

PRT
Secuencia

fuente

/nota—“Descr1pc1qn de Secuen01a Artificial: Pollpeptldo
sintético" :

Val

Tyr

180

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

260

Pro

Val

Met

Ser

His
165

Arg

Lys

Glu

Tyf-

Leu
245

Trp

Val.

Asp

His

Asn

Val

Glu Tyr

Lys

Thr
230
Thr
Glu
Leu
Lys

Glu

.. 310

Leu
325

Gly

Ala

Val

‘Thr
215

Leu

-Cys

Ser

Asp

:Ser
295

‘Ala

Lys

Artificial

5

Lys~

Ser

Lys
200

Ile

Pro

Leu

Asn

“Ser

280

Arg

Leu

Tﬁr Lys’

170

Val Leu
185

Cys Lys

Ser Lys
Preo Ser

Val Lys
250

Gly Gln

2653

Asp Gly

Trp Gln

His Asn-

Pro

Thr

Val

ala

Gln

235-

Gly

Pro

Ser:

Glu

His'
315 ")

Arg
val

Ser,

Lys

220

Glu

Phe"

Glu

Phe

Gly

300

Tyr,

Glﬁ

Leu

Asn

205

Gly

Glu
Tyr
Asn
Phe
285
Asn

Thr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

Val

Gln

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Fhe

Lys

15

Fhe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe Pro-Leu BEla Pro Cys Ser Arg
. 10 -

Gal



Ser

FPhe

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

Asp

AsSD

145

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Pro

Val

50

Ser

Thr

Val

Phe

Thr

130

Val

Val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Leu

115

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

185

Ser

Gln

Val

Val

Glu
20

Pro

Thr’

Val

Asn

Ser

100

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

180

Gly

Ile

val

Ser

Glu

Ser

Val

Fhe

Val
Val
85

Lys

Gly

Ile

Glu

His
165

Arg

Lys

Glu

Tyr-
230

Leu
245

Trp

Thr.

Thr

Pro

Thr
70

‘Asp

Tyx

Pro

A s'p

150 -

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

Ala

‘Val

Ala
55

val

‘His

Gly

‘Ser

Arg

135

Pro

Ala

Val

‘Tyr

Thr

215

Leu

Cys

-Ser

Aia

Ser

40

Val

Pro

Lys

.Pro

Val

120

Thr

'Glu

Lys

Ser

Lys
200

Ile_.

Pro

Leu

Asn

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

Gly

Asn

Glp

'Sef

Ser
80

Cys

105 -

Phe
Pro
Val
T'l'\n:
Va‘l
185
Cys
Ser
Pro

Val

Gly

Leu

Glu

Gln

‘Lys
170

Leu

I;ys

Lys.

Ser

LYs

250

Gln'

Cys

Seér

Ser
Ser
75

Asn

PIO;

Phe

val

FPhe :

135

Pro

"Thr

Val

Ala

Leu

Vai

; Ala

45

Ser

.60

Leu

Thy

Pro

Pro

Gly

.Gly

‘Lys

Cys

Pro

125

'Thr_‘
-140

Asn

Arg

Val

Ser

Cys

Trp
Glu
Leu

Asn

205

LS/S

Gly

220

Gln
235

Gly

Pro

'Gl'u
Phe

Glu

Glu

Tyf

Asn

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

1190

Lys

Val

Tyr

Glu

His

130

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

95

Ala

Pro

Val

Val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Ser

Ser

Thr

860

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Gull40



Thr Thr Pro

275

Leu Thr

2580

Cys Ser Val

305

Leu Ser Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

11
1407
DNA
Secue

<220>
<221>
<Z223>

fuent
s;nté

<400> 11
atggaatgga

gtgcagctgg
tgcgecgeca
ggcaagggcc
gccctgaaga
atgaacagcc
agcagcagca
agcgccagca
gagagcacag
tcectggaaca
agcggcctgt
acctacacct
agcaagtacyg
gtgtttctgt
acctgecgtgg

gacggcgtgg

260

Pro val
Val

Met His

Leu

Asp Lys

.Glu

286

285

Ala ‘Leu

310

Leu
325

Ser

ncia

e .

/nota="Descripcidén de Se

tico"

gctgggtgtt

tcgagagegg
gcggcttcag
tggaatgggt

gcaggtteac

tgagggccga.

ccctgtacgc

ccaagggecce

ccgecctgygy

gcggageeat’

acagcctgag

gcaacgtgga

gcccaccgté
tcececcoecaa
tggtggacgt

aggtgcacaa

Gly:

Lys

Artificial

cetgttcttc
c.QIQ'EHEIGC_JC‘ZQ
qctgaécaac
gggcageaty
cétcagcaég
ggacaccgdé

cétggacgcc

Cagcg;qttc

ctgectgatyg
géccagcggg
cagcgtgétg
c@acaagccc
ccécccatgc
gcécaaggac
gégccagéaa

cgccaagace

265 .

-AsSp Ser Asp Gly Ser Phe” Phe

‘Ser Arg Trp Gln Glu ‘Gly Asn

His Asn His . Tyr Thr

315

ctgagcgtga
gtgcageccag

aacaacgtga’

tgggcggggg

gacaacagca
gtgtactaét‘
tggggcéaggl
cccctggécc

aaggactact

gtgcacacct

dcagtgccecea
agcaacacca |
ccagcccceg

accctgatga -

'gatccagagg

aagcccagag

270

285

Val
300

ccaccggegt
ééggcagcct
actgggtgeg
qaégga;cga
dgaacaccygc
gcéccéggga
ggébcc£ggt
cctgecagcag
tceccgagece
teeéogeegt
ééagcﬁgcct
A§§fggacaa
égt£cctggg
téagcaggac
tcbggtfcaa

aggaacagtt

Leu Tyr Ser

Phe Ser

Gln Lys Ser

320

cuencia Artificial: Polinucleétide

gcacagcgag
gaggectgtec
gcaggcccca
ctacaacagc
ctacctgcag
cggeggetac
gaccgtgage
aagcaccagc
cgtgacegtg
gctgcagagc
gggcaccaag
gagggtggag
cggaccctee
cccegaggty
ctggtacgtyg

taacagcacc

(G034l

60
120
180
240
300
360

420

660
720
780
840
g0o0

960



tacaggygtgg tgtccgtget gacegtgetg caccaggact.ggctgaacgg

aagtgcaagg tctccaacaa gggc;tgccc agctccatcg agaaaaccat

aagggecagce cacgggagcc.cdaggtgtgc-accctgcéac cctécéagga

aagaaccagg tgtccctgac ctgtctggig éagggcttct'accécégcga

gagtgggaga gcaacggcca goccgagaac aactacaaga~¢caccccccc

agcgacggca gettecttéct gtacagcagg ctgaccgtgy aéaagtqcag

ggcaacgtct ttagctgcag'qgtgaﬁgcac gaggecectge "acaaccacta

agcctgtecec tgagcctggg éaagtga

<210> 12

<211> 468

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente ‘ :

223> /nota-“Descr1pc1on de Secuencia Artificial: Polip

sintético” -

<400> 12 . . .. .

Met Glu Trp Ser Trp Val Phe Leu Phe Phe. Leu Ser Val Thr

1 5 : 10 ' '

Vel His Sexr Glu val.Gln Leu Val Glu Ser Gly'Gly Gly Leu
20 ’ 25 . 30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Sek Gly Phe

35 : 40 : o 45
Thr Asn Asn Asn Val Asn Trp Val Arg Gln.Ala Pro Gly Lys
50 - 55 60

Glu Trp Val Gly Gly:Val Trp Ala Gly Gly Ala Thr Asp Tyr

65 70 75

Ala Leu Lys Ser Arg Phe Thr Ile Ser -Arg Asp Asn.Ser Lys

85 - 90 ‘

Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Gl Asp Thr Ala
100 105 : 110

Tyr Cys Ala Arg Asp Gly Gly .Tyr Ser ‘Ser Ser.Thr Leu Tyr

115 . ’ ’

120

125

caaggagtac
cagcaaggce
agagatgacce
catcgeegtg
agtgctggac
gtggcaggaa

cacccagaag

éptido

Thr
15

Gly
val Gln
Ser Leu
Gly

Leu

Ser
80

Asn

Asn Thr

85

Val Tyr

Ala Met

Uut

bU ..l.i'-'

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1407



Asp

Lys

145

Glu

Pro

Thr

Val

Asn

225

Ser

Gly

Met

Gln

Val

305

Tyr

Gly

Ile

Val

Ala

130

Gly

Ser

Val

Phe

Val

210

Val

Lys

Gly

ile

Glu

Trp

Fro

Thr

Thr

Pro

155

Thr

Asp

Tyr

Pro

Ser

275

Asp

290

His

Arg

Lys

Glu

Tyxr

Asn

Val

Glu

Lys

355

Thr

Gly

Ser

Ala

Val

180

Alia

Val

His

Gly

Ser

260

Arg

Prc

Ala

Val

Tyr

340

Thr

Leu

Gln

Val

Ala
165

Ser,

Val

Prc

Lys
1230

Pro
245

Val

Thr-

Glu

Lys

Ser

325

Lys

Ile

Pro

Gly
Fhe
150
Leu
Trp
Leu

Ser

Pro

Pro

Phe

Pro

Thr

310

Val

Cys"

Serx

Pro

“Thr

135

Pro

Gly

Asn

'Gln

Ser
215

Ser

Cys

Leu

Glu

Gln
285

Lys

Leu

Lys

‘Lys

Ser

Leu
Leu
c{;.;;.
Ser
Ser
200
Ser
Asn
Pro

Phe.

Val

280

Phe

Pro

"Thr

Val

Ala
360

Gin

Val

Ala

Leu

Gly

185

Ser
Leu
Thr
Pro
Pro
265

Thr

Asn

Val
Ser
345

L y's

Glu

Thr-

Pro

.Val_

170

Ala

Gly

Gly
Lys

Cys

250

Pro

Cys
'Trp
g Glu

Leu

330

Asn
Gly-

Glu

val

Cys
155
Lys
Leu

Leu

'I‘hr.

Ser.
140

Sér

asp

'Th’r.

Tyr

Ser
Arg
T_y&:
Ser

Ser

205

Lys

" 220 -

Val

235 :
Pro
Lys
‘..fal
Tyr
a1
His
Lys
Gln’

Met

Pro

'Gln
"315 -

Asp

Ala

Val

val®
300

.Gln

Gly

Pro.

Thr I

Thr

Lys

Pro

Lys

Val
285

Asp

‘Phe

Asp
Leu

Arg
365

Ala

Sex

Fhe

Gly

130

Leu

Tyr

Arg

Glu

Asp

270

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

350

Glu

Asn

Ser

Thr

Pro

175

Val

Ser

Thr

val

Phe

255

Thr

Val

val

Ser

Leu

335

Ser

Pro

Gln

Thr

Ser

160

Glu

His

Ser

Cys

Glu

240

Leu

Leu

Ser

Glu

Thr

320

Asn

Ser

Gln

val

N S
U
Vb v -



Ser
385

Glu

370 375

Leu Thr Cys Ley, Val Lys
: < 390

Trp Glu Ser Asn Gly Gln
405

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
420 .
Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
435 : )

Met His Glu Ala Leu His Asn
450 . 455

Ser Leu Gly Lys

465

<210> 13

<211> 449

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial-

<220>
<221> fuente
<223> /nota=“Descripcién de

sintéticom

<d400> 13

Glu
1

Ser

Asn

Gly

Ser

65

Gln

Val Gln Leu Val Glu Ser

Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20 C

Val Asn Trp Val Arg Gln
35,

Gly val Trp Ala'Gly Gly

Arg Phe Thr Ile Ser ‘Arg
70

Met Asn Ser Leu Arg Ala
85 -

Gly Phe

Pro Glu

Ser Pﬁe
425

Glu Gly
440

His Tyr

10

Tyr

Asn

410

Phe’

Asn

‘Thr

380 -

Pro
395

Asn

Leﬁ

Val

61n

‘Ser

Tyr

Tyr

Pﬁe

Lys,

Asp

Lys

Sér

Ser
445

Ser

460

Ile

Thr

Arg

430

Cys

Leu

Ala

Thr

415

Leu

Ser

Ser

vVal

400

Pro

Thr

Val

Leu

Secuencia Artificial: Polipéptido

Gly Gly

&la Ser
- 25

Ala Pro
40

-Ala Thr

Asp Asn

Glu Asp

Gly
10

Gly

Gly

Asp

_Ser

Leu

Ehe

Lys

Tyr

Lys

75

Thr,

90

Ala

Val

Ser”

'Giy

Gln

Leu

Teu

~ 45

_Asn

60

Asn

"Val

Ser

Thr

Tvr

Pro

Thr

30

Glu

Ala

Ala

Tyr

Gly

15

Asn

Trp

Leu

Tyr

Cvs
95

Gly

Asn

val

Lys

Leu

80

Ala

RELT:



Arg

Gly

Ser

Ala

145

Val

Ala

Val

His

Gly

225

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

305

Tyr

Asp

Gln

Val

130

Ala

Ser

Val

Pro

Lys

210

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

290

Ser

Lys

Gly
Gly
115
Phe
Leu

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Pro

Phe

Pro

Val

275

Thr

Val

Cys

Gly

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Cys

Leu

Glu‘

260

Gln

Lys

Leu

Lys

Tyr

Leu

Leu

Cys

Ser,
165

Ser

Ser

Asn

Pro

FPhe

245

Vai

Phe

Pro

Thr

Val
325

Pro

Ser
Val
Ala

Leu

150

Gly

Sef '
Leu
Ti’lr

Pro
230 :

~Thr

Asn

‘Ser

"Thr

Pro

135

Val

Ala

Gly

Lys

215

Cys

Pro

Cys

«Trp

Arg Glu
285

Val
310 .

Ser

Leu

‘Asn

Ser

Val
120

Cys

Lg}s .

Leu

Leu

Thr'

200

Val

Fro

Lys

lVal

Tyxr
280

Glu

‘His

Lys

T.hr

~105

‘Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

185 -

Lys
Asp
Alla
Prlo

Val

11

Leu

Ser:

Arg

.Tyr‘

Ser

170

Sez_:

Thr

Lys

.Pro

Tyx

Ala

Ser

Phe.

Ala

"Se_r\

Thr

Met
Thr
125

Se;:

140

Bro

185 .

Gly
Leu
Tyr
Arg

Glu

- 235

Lys
250_

Val

265 -

Val
Gln
Gln

Gly

'Asp

Phe

Asp

Leu

330.

Asp 1

Asp

Gly

Asn

Trp -
315 .

P-ro

Val
220

Val

Ser

'.[.‘h‘r

Phe:_

Thr

Val
val’

‘Ser
300

Leu

Ser

Glu
His
Setr

Cys

205

Glu

Leu

Leu

Ser

Giu
285

.Th x

Asn

Ser

Asp

110

Lys

Glu

Proc

Thr

Val

130

Asn

Ser

Gly

Met

Gln

270

Val

Tyr

Gly

Ile

Ala

Gly

Ser

vVal

Phe

175

Val

Val

Lys

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Lys

Glu
335

Trp

Pro

Thr

Thr

160

Pro

Thr

Asp

Tyr

Pro

240

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

320

Lys

Co024h



Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Ile

Pro

Leu

370

Asn

Ser

Arg

Leu

Ser

Pro

355

Val

Gly

Asp

Trp

His

Lys
340

Ser

Lys'

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Ala

Gln

Gly.

Pre

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu
390

‘Phe

405

Glu

His

Gly

Tyr

Gly

'Glu

Tyr

375

~Asn

‘Phe

Asn

:Thr

Gln
Met
360
Pro

Asn

Leu

"Val

Gln

435

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

14
705
DNA

<220>
<221>
<223>

fuent
sinté

<400> 14
atgagegtge

gacatccaga
atcacctgceca
ggcaaggccece
aggttecagey
gaggacticg
ggcaccaagq
agcgacgagc

cceecgggagyg

e

tice"

ccacceaggt

tgacccagayg

gggccagcga

ccaagctget,

gcagecggcete
ccacctaétt

tggagatcaa

agctgaagag

ccaaggtgca

440

Secuencia Artificial

gctggécctg
écccagcégc
géacatctéc
gatctacaac

cggcaccgac

ttgcc;gcac

gaggaccgtyg
cggcaccgeo

gtggaaggtg

12

Pro_ﬁré Glu
345 T

Thr Lys Asn

Ser ile

Tyr Lys Thr

385
Ser Arg
410"

Tyx
Phe Ser

425

Lys Ser Leu

ctgetgetgt

ctgagtgcea

aacgcectgg .

accgacacee
tacaccctga
tacttccéct
gctéccccca
tcégtégtgt

gacaacgccec

Cys,

Prb:Gln

Gln Val
‘ 365

Ala
$380

Val

Thr ' Pro

‘Leu Thr

vVal

Ser

Ser Leu

Val

350

Ser

Glu

Pro

Val

Met

430

Ser

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Leu

Thr

Thr

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

" 445

:ggctqaccga
gcétgggcga
cetggtatca
\tgéacéccgg
:cgétcaécaq
‘aéccéaggac
.gegtgttcat
gectgctgaa

tgcagagegg

/nota=“Descripcién de Secuencia Artificial: Polinucleétido

cgccagatge
cagggtgacec
gcagaagcecce
cgtgcccage
cctgecagecce
ctteggeceag
cttccececec
caacttctac

caacagccag

Gul

60

120

180

240

300

360

420

480

540

N7

X

0



13
gaaagcgtca ccgagcagga qagcaéggac tccacctaca 'goctgagcag caccctgace 600
ctgagcaagy ccgactacga, gaagcacaag gtgtacgect gcgaggtgac ccaccaqgggce 660
ctgtccagece ccegtgaccaa gagcttcaac agggycgagt gctga - 705
<210> 15
<211> 234
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> fuente o _

<223> /nota=“Descripcién de Secuencia Artificialk’?olipéptido
sintético" ’ . . .

<400> 15 .
Met Ser Val Pro Thr Gln Val Leu Gly Leu Leu Leu Lepy Trp Leu Thr

1 5 0 . 0 15

Asp Ala Arg Cys Asp Ile Gln 'Met ThrLGlﬁ Ser-Pro Ser Ser Leu Ser
20 L .25 . 30

Ala Ser Val Gly asp Arg'Val Thr fle.Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asp
35 40 . . : - 45

Ile Tyr Asn Ala Leuv Ala Trp Tyr Gin Gln-Lys'Pro.Gly Lys Ala Pro
50 ..+ 55 ‘ - 60

Lys Leu Leu TIle Tyr Asn Thr Asp Thr Leu His Thr Gly Val Pro Ser
65 70 ' 75 A 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser
85 . s0 - - 95

Ser Leu Gln Pro Glu, Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln His Tyr Phe
100 : _ 105 : 110

His Tyr Pro Arg Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
115 . 120 ST 125

Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe’ Pro Pro Sér Asp Glu Gln
130 .. 135 - 140 -

Leu Lys Ser Gly. Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
145 '150 ' ) - 155 160

Pro Arg Glu Ala Lys Vai Glh Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser
165 . - . 170 ) 175



(oo

14

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val-Thr Glu Gln Asp:Ser Lys Asp Ser Thr
180 - - 185 - 1990

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr 'Leu Thr Eeu_Sef Lys Ala Aép Tyr Glu Lys
195 200 . _ T 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly, Lel: Ser Ser Pro
210 o 215 220

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230° ‘ :

<210> 16

<211> 214

<212> PRT .
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente . .
<223> /nota="Descripcidén de Secuencia Artificial: Polipéptido

sintético" :
<400> 16 . : . .
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Prd Ser ‘Ser Leu Ser Ala Ser val Gly

1 5 10 _ 15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asp Ile Tyr Asn Ala
20 o 25 . ’ 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gli Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 C a0 : 45

Tyr Asn Thr Asp Thr Leu His Thr. Gly Val.Pro Sén Arg Phe Ser Gly
50 55 ' 80

Ser Gly Ser Gly Thr-Asp Tyr Thr Leu Thr Ile‘Sér Ser Leu Gln Pro
65 S70 75 : 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr.Phe Cys Gln His Tyr Phé His Tyr Pro Arg
85 o G0 . e 85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 C 105 ST 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 -120 o . 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn -Ash Phe Tyr.Pro Arg Glu Ala



Lys

145

Glu

Ser

Ala

Fhe

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

Gln

Val

Leu

Glu
195

Arg

Trp

Thr

Thr

180

Val

Gly

Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

'Val

135

Asp

150

Gln

Ser

His

Cys

“Asp
.I:.ys

Gln

15

‘1490,

‘Asn Ala Leu Gln
' 155

Ser Lys_Asp Ser
170

Ala Asp Tyr.Glu-
185

Gly Leu Ser Ser
200

Lys, His Lys

Ser Gly Asn
Thr Tyr Ser

180

Pro val Thr
-. 205

Ser Gln
160

Leu Ser
175

Val Tyr

Lys Ser

Go0o4c
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Prioridad
61/175.228 04/05/2009 us
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61/252.314 16/10/2009 us
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(71)Solicitante(s) ABBOTT RESEARCH B.V.

{72) Inventor{es)  JOHN POWELL
MARK MAGINN
DUNCAN CASSON
Y OTROS

(74) Apoderado:  DRA. MARGARITA CASTELLANOS A,

(85) Fecha limite inicio fase nacional:

(86) Dalos relativos a la presentacion de la solicitud PCT

{87) Publicacion internacional
Fecha: 111112010

Fecha de presentacién de la solicitud:  04/105/2010
N° de solicitud PCT/IB2010/001210

N° publicacién: WO 2010/128398 A1

(54) Titulo: ~ ANTICUERPOS CONTRA EL FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSO (NGF) CON ESTABILIDAD IN VIVO MEJORADA
Reivindicacion(es):
1. Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso una mutacion de region bisagra, en donde el anticuerpo tiene

(NGF), caracterizado porque comprende (i) una region
variable de cadena pesada que comprende las CDRs 1, 2y 3
que tienen |as secuencias de aminoacido de las SEC iD NOs:
3, 4 y 5, respectivamente, (i} una region variable de cadena
ligera que comprende las CORs 1, 2 y 3 que tienen las
secuencias de aminoacido de las SEC ID NOs: 6, 7 y 8,
respectivamente, y (iii) una regién constante de IgG4 humana,
en donde la regién constante de IgG4 humana comprende la
secuencia de aminoacido de ta SEC 1D NO: 10, en donde el
anticuerpo tiene una semivida de eliminacion terminal media
en humanos de al menos 10-30 dias o tiene una semivida
farmacologica media en humanos de al menos 30 dias.

2. Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF),
caracterizado porque comprende (i) una regién variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacido
de la SEC ID NO: 1, {ii) una region variable de cadena ligera
que comprende ta secuencia de aminoacido de la SEC ID NO:
2, y (iii) una region constante de IgG4 humana, en donde la
region constante de IgG4 humana comprende la secuencia de
aminoacido de la SEC ID NO: 10, en donde el anticuerpo tiene
una semivida de eliminacion terminal media en humanos de al
menos 10-3) dias o tiene una semivida farmacolégica media
en humanos de al menos 30 dias.

3. Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso {NGF),
caracterizado porque comprende (i) una regién variable de
cadena pesada que comprende las CDRs 1, 2 y 3 que tienen
las secuencias de aminoacido de las SEC ID NOs: 3,4 y 5,
respectivamente, (i} una regién variable de cadena ligera que
comprende las CDRs 1, 2 y 3 que tienen |as secuencias de
aminoacido de las SEC ID NOs: 6, 7 y 8, respectivamente, y
{iii) una regién constante de IgG4 humana que comprende una
mutacion de region bisagra, en donde el anticuerpo tiene una
semivida de eliminacion terminal media en humanos de al
menos 10-30 dias o fiene una semivida farmacolégica media
en humanos de al menos 30 dias,

4. Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF),
caracterizado porque comprende (i) una regién variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacido
de la SEC ID NO: 1, (ii) una region variable de cadena ligera
que comprende 1a secuencia de amingacido de la SEC ID NO:
2, y (iii) una region constante de IgG4 humana que comprende

una semivida de eliminacién terminal media en humanos de al
menos 10-30 dias o tiene una semivida farmacologica media
en humanos de al menos 30 dias.

3. Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF),
caracterizado porque comprende (i} una regién variable de
cadena pesada que comprende las CDRs 1, 2 y 3 que tienen
las secuencias de aminoacido de las SEC ID NOs: 3, 4 y 5,
respectivamente, (ii} una region variable de cadena ligera que
comprende las CORs 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de
aminogcido de las SEC ID NOs: 6, 7 y 8, respectivamente, y
(i) una regién constante que comprende una mutacion de
region bisagra, en donde el anticuerpo tiene una semivida de
eliminacion terminal media en humanos de al menos 10-30
dias o tiene una semivida farmacologica media en humanos
de al menos 30 dias.

6. Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF),
caracterizado porque comprende (i) una regidn variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoécido
de la SEC ID NO: 1, (if) una regién variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacido de la SEC ID NO;
2, y {iiiy una region constante que comprende una mutacion de
region bisagra, en donde el anticuerpo tiene una semivida de
eliminacion terminal media en humanos de al menas 10-30
dias o tiene una semivida farmacoldgica media en humanos
de al menos 30 dias.

7. Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que
comprende una regidn constante de 1gG4  humana,
caracterizado porgue la region constante de lgG4 humana
comprende la secuencia de aminoacido de la SEC ID NO: 10,
en donde ef anticuerpo enlaza al NGF humano o de rata con
una Ko de 100 pM ¢ menos, inhibe ef enlace del NGF a TrkA o
p7ENR con una ICse de 250 pM o menos, e inhibe la
proliferacién dependiente de! NGF de células TF-1 con una
ICso de 50 ng/ml o' menos, y en donde el anticuerpo tiene una
semivida de eliminacion terminal media en humanos de al
menos 10-30 dias o tiene una semivida farmacolégica media
en humanos de al menos 30 dias.
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