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Expediente No. 11-181.044
Modificaciones voluntarias
Nuestra Referencia: P2011/000224

CAPITULO REIVINDICATORIO MODIFICADO

(Modificaciones Voluntarias)

1. Una proteina de union a antigeno aislada que comprende al menos un primer dominio

variable de inmunoglobulina capaz de unirse a ADAMTSS humana.

2. La proteina de unién a antigeno de la reivindicacion 1, en la que dicha proteina de unién a

antigeno es un anticuerpo o un fragmento del mismo.

3. La proteina de union a antigeno de reivindicaciones 1 6 2, en la que dicho anticuerpo es un

anticuerpo monoclonal o un fragmento del mismo.

4. LLa proteina de unién a antigeno de la reivindicaciéon 3, en la que dicho anticuerpo

monoclonal o fragmento del mismo es de ratén, quimérico, humanizado o totalmente humano.

5. L.a proteina de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que
dicha proteina de union a antigeno comprende al menos una regién determinante de

complementariedad.

6. LLa proteina de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que
dicha proteina de unidn a antigeno es un anticuerpo monoclonal que comprende una cadena pesada
que comprende la CDRH1, CDRH 2 y CDRH3 y una cadena ligera que comprende la CDRLI,
CDRI. 2 y CDRL 3, en el que las regiones determinantes de complementariedad (CDR) de la
cadena pesada se seleccionan del grupo de:

a) CDRHI que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 80%

con la secuencia de aminoacidos DAWMD,;

b) CDRH2 que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 70%

con la secuencia de aminodcidos EIRHKANDHAIFY XESVKG; y

c) CDRH3 que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 70%

con la secuencia de aminoacidos TYYYGSSYGYCDYV o PFAY; y

las regiones determinantes de complementariedad de la cadena ligera se seleccionan del

grupo de:

d) CDRIL]1 que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 70%

con la secuencia de aminoacidos KASQSVGTTIV o RTSENIYSYLA;

e) CDRL2 que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 70%

con la secuencia de aminoacidos NAKTLAE o SASNRXT; y

f) CDRL3 que tiene una identidad de secuencia de al menos aproximadamente 70%

con la secuencia de aminodcidos QQYSSYPFT o QHHYGTPWT.

7. LLa proteina de unidn a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que

dicho polipéptido es un anticuerpo monoclonal que comprende una cadena pesada que comprende
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la CDRHI, CDRH2 y CDRH3 y una cadena ligera que comprende la CDRL1, CDRL2 y CDRL 3,
en el que las regiones determinantes de complementariedad (CDR) de la cadena pesada se
seleccionan de:

(a) la CDRH1 es la secuencia de aminoacidos DAWMD;

(b) la CDRH2 se selecciona de las secuencias de aminoacidos
EIRHKANDHAIFY AESVKG, EIRNKANNHARHYAESVKG,
EIRHKANDY AIFYDESVKG, EIRHKANDHAIFYDESVKG 0

DIRNTANNHATFYAESVKG, EIRHKANDHAIFYDESVKG ; y
(c) la CDRH3 es TYYYGSSYGYCDV o PFAY; y

las regiones determinantes de complementariedad de la cadena ligera se seleccionan de:

(d) la CDRLI1 se selecciona de las secuencias de aminoacidos KASQSVGTTIV,
RTSENIYSYLA, 0o KASQNVGTAVYV;

(e) la CDRL2 se selecciona de la secuencia de aminoacidos NAKTLAE,
SASNRHT, SASTRYT o SASNRYT; y

¢y la CDRL3 se selecciona de la secuencia de aminoacidos QQYSSYPFT,
QHHYGTPWT, QQYVNYPFT, o QQYTSYPFT.

8. La proteina de unidn a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la

CDRH3 comprende la secuencia de aminoacidos PFAY.

9. La proteina de unidn a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que

dicho polipéptido es un fragmento Fab o F(ab);.

10. La proteina de unién a antigeno de la reivindicacion 1, en la que el primer dominio variable

de inmunoglobulina es un dominio variable de cadena sencilla.

1. La proteina de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que
dicha proteina de unién a antigeno comprende ademas un segundo dominio variable de

inmunoglobulina capaz de unirse a un segundo antigeno.

12. LLa proteina de unidn a antigeno de la reivindicacion 11, en la que dicho segundo dominio
variable de inmunoglobulina se une a al menos un antigeno seleccionado del grupo de: albumina
sérica humana, ADAMTS4, NGF, OSM, TNF-a, IL-6, VIP, TRPVI, TRPV4, ADAMTSI,
Agrecano, Colageno 11, RANKL, Syndecan 4, Hedgehog, y/o IL-1.

13. LLa proteina de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,
caracterizada por una constante de disociacién KD(off) igual o menor a aproximadamente 2,5 x 10"

10 v para ADAMTSS5 humana.
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14, ILa proteina de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la que

dicha proteina de unién antigeno bloquea y/o reduce al menos una actividad de ADAMTSS.

15. La proteina de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la que
dicha proteina de unién a antigeno bloquea y/o reduce la escision de agrecano por ADAMTSS en el

sitio de escision Glu**-Ala’™,

16. La proteina de unidn a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en la que
dicha proteina de unidn a antigeno es capaz de penetrar en el cartilago cuando se administra a un

animal,

17. Un polinucledtido aislado que codifica una proteina de unién a antigeno de una cualquiera

de las reivindicaciones 1 a 16.
18. Una célula hospedadora que comprende el polinucledtido de la reivindicacién 17.

19. Una composicién farmacéutica que comprende al menos una de las proteinas de unién a

antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16.

20. Una composicion farmacéutica que comprende una primera proteina de unién a antigeno de

una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 y un segundo anticuerpo monoclonal.

21. La composicidon farmacéutica de la reivindicacion 20, en la que dicho segundo anticuerpo
monoclonal se une a un antigeno seleccionado del grupo de ADAMTS4, ADAMTSS, NGF, OSM,
TNF-a, IL-6, VIP, TRPV1, TRPV4, ADAMTS]1, Agrecano, Colageno 1I, RANKIL, y/o IL-1.

22. Un método de tratamiento de un paciente que lo necesite, que comprende administrar al
menos una dosis de composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21

dicho paciente.

23. El método de la reivindicacién 22, en el que el paciente padece una enfermedad del
cartilago.
24, El método de la reivindicacion 23 en el que el paciente padece al menos una enfermedad

seleccionada del grupo de: céancer, dolor, dolor crénico, dolor neuropatico, dolor postoperatorio,
artrosis, lesiones deportivas, artritis erosiva, artritis reumatoide, artritis psoridsica, artritis de Lyme,
artritis juvenil, espondilitis anquilosante, neuralgia, neuropatias, algesia, lesion nerviosa, isquemia,
neurodegeneracion, enfermedades inflamatorias, degeneracion del cartilago, enfermedades que
afectan a la laringe, traquea, canal auditivo, discos intervertebrales, ligamentos, tendones, capsulas
articulares o al desarrollo del hueso, degeneracion de discos intervertebrales, osteopenia, o

enfermedades periodontales, lesién articular aguda y/o enfermedad relacionada con destruccion
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articular.
25. El método de la reivindicacion 24, en el que paciente padece artrosis.
26. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 22 a 25, en el que la administracion de

al menos una dosis de dicha composicién farmacéutica reduce la degradacién de cartilago en dicho

paciente,

27. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 22 a 26, en el que la administracion de
al menos una dosis de dicha composicion farmacéutica inhibe y/o reduce la escisién de agrecano en

dicho paciente.

28. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 22 a 27, en el que dicha composicién
farmacéutica se administra por via intravenosa, intramuscular, intraarticular, subcutanea, oral,

intranasal y/o mediante un inhalador respiratorio.

29. Un anticuerpo monoclonal aislado que comprende seis CDR, en el que la CDRHI es
DAWMD (SEC ID N° 2), la CDRH2 es EIRNKANNHARHYAESVKG (SEC ID N° 13) y la
CDRH3 es TYYYGSSYGYCDV (SEC ID N°: 18) y la CDRL1 es RTSENIYSYLA (SEC ID N°
~ 20), la CDRL2 es NAKTLAE (SEC ID N°: 22) y la CDRL3 es QHHYGTPWT (SEC ID N®°:27).

30. Un anticuerpo monoclonal aislado que comprende sets CDR, en el que la CDRH! es
DAWMD (SEC ID N° 2), la CDRH2 es EIRHKANDHAIFYDESVKG (SEC ID N° 15) y la
CDRH3 es PFAY (SEC ID N°: 5) y la CDRL1 es KASQSVGTTIV (SEC ID N°: 19), la CDRL2 es
SASNRHT (SEC ID N° 23) y la CDRL3 es QQYTSYPFT (SEC ID N°: 29).

31. Un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo, en el que
dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une competitivamente a

ADAMTSS humana con un anticuerpo de la reivindicacion 29 o de la reivindicacion 30.

32. Un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unidn a antigeno del mismo, en el que
dicho anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno del mismo se une a un epitopo neutralizante de
ADAMTSS con una afinidad de al menos aproximadamente 5x10* litros/mol segun se mide por una

constante de asociacion (Ka).

33. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de una cualquiera de las

reivindicaciones 29 a 31, en el que dicho anticuerpo comprende una region constante humana.

34. El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la reivindicacion 1, que es de la clase de

inmunoglobulina IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4 o IgM.
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35. El fragmento de unidn a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 29 a 34, en el

que dicho fragmento se selecciona del grupo que consiste en Fab, Fab', F(ab') y Fv.

36. Una proteina de unién a antigeno o un fragmento de la misma, que comprende un dominio
Vy; de anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste

en las SEC ID N°: 76, 80, 116, 118, 120, 122, 124, 126, 128, 136, 138, 140, 142 y 144,

37. Una proteina de union a antigeno o un fragmento de la misma, que comprende un dominio
V. de anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste

en las SEC ID N°: 78, 82, 130, 132, 134 y 146.

38. Una proteina de unidn a antigeno o un fragmento de la misma, que comprende un dominio

Vy de anticuerpo de la reivindicacién 36 y un dominio V,, de la reivindicacion 37.

39. La proteina de unién a antigeno o un fragmento de la misma de la reivindicacién 38, que
comprende un dominio Vy de anticuerpo que comprende la SEC ID N° 76 y un dominio V|, que

comprende la SEC ID N°: 78.

40. La proteina de unidn a antigeno o un fragmento de la misma de la reivindicacién 38, que
comprende un dominio Vy de anticuerpo que comprende la SEC ID N°: 80 y un dominio Vi, que
comprende la SEC ID N°: 82.

4]. La proteina de unidn a antigeno o un fragmento de la misma de la reivindicacién 38, que
comprende un dominio Vy de anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 116, 118, 120, 122, 124, 126 y 128 y un
dominio V,, que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en

las SEC ID N°: 130, 132 y 134.

42. La proteina de unién a antigeno o un fragmento de la misma de la reivindicacién 38, que
comprende un dominio Vy de anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 136, 138, 140, 142 y 144 y un dominio V,
que comprende la SEC 1D N°: 146.

43. Una proteina de unién a antigeno o un fragmento de la misma, que comprende una cadena
pesada de anticuerpo que comprende una secuencia de aminoéacidos seleccionada del grupo que

consiste en las SEC ID N°: 68, 72, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 104, 106, 108, 110, 112y 158.

44, Una proteina de unidn a antigeno o un fragmento de la misma, que comprende una cadena
ligera de anticuerpo que comprende una secuencia de aminoéacidos seleccionada del grupo que

consiste en las SEC ID N°: 70, 74, 98, 100, 102 y 114.
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45. Una proteina de unidn a antigeno o un fragmento de la misma, que comprende una cadena
pesada de anticuerpo de la reivindicacion 43 que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en la SEC y una cadena ligera de anticuerpo de la

reivindicacién 44.

46. La proteina de unién a antigeno o un fragmento de la misma de la reivindicacion 45, que
comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la SEC ID N°: 68 y una cadena ligera

de anticuerpo que comprende la SEC ID N°: 70.

47. La proteina de unién a antigeno o un fragmento de la misma de la reivindicacion 45, que
comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende la SEC ID N°: 72 y una cadena ligera

de anticuerpo que comprende la SEC ID N°: 74.

48. LLa proteina de union a antigeno o un fragmento de la misma de la reivindicacion 45, que
comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 84, 86, 88, 90, 92, 94 y 96 y una cadena
ligera de anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que

consiste en las SEC ID N°: 98, 100 y 102.

49, La proteina de union a antigeno o un fragmento de la misma de la reivindicacion 45, que
comprende una cadena pesada de anticuerpo que comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 104, 106, 108, 110, 112 y 158 y una cadena
ligera de anticuerpo que comprende la SEC ID N°: 114.

50. Un polinucledtido aislado que codifica un dominio Vi de anticuerpo que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 76, 80, 116, 118,
120, 122, 124, 126, 128, 136, 138, 140, 142 y 144,

51. El polinucledtido aislado de la reivindicacién 50 en el que dicho polinucledtido se
selecciona del grupo que consiste en las SEC ID N°®: 75,79, 115, 117, 119, 121, 123, 125, 127, 135,
137,139, 141, 143 y 159.

52. Un polinucleétido aislado que codifica un dominio V. de anticuerpo que comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 78, 82, 130, 132,
134y 146. 1

53. El polinucleétido aislado de la reivindicacién 52, en el que dicho polinucledtido se

selecciona del grupo que consiste en las SEC ID N°: 77, 81, 129, 131, 133 y 145.

54. Un polinucleétido aislado que codifica una cadena pesada de anticuerpo que comprende una

secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 68, 72, 84, 86, 88,
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90, 92, 94, 96, 104, 106, 108, 110, 112y 158.

55. El polinucledtido aislado de la reivindicacién 54, en el que dicho polinucledtido se
selecciona del grupo que consiste en la SEC ID N°: 67, 71, 83, 85, 87, 89, 91, 93, 95, 103, 105, 107,
109, 111y 159.

56. Un polinucleétido aislado que codifica una cadena ligera de anticuerpo que comprende una
secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N°: 70, 74, 98, 100,
102y 114.

57. El polinucledtido aislado de la reivindicacion 56, en el que dicho polinucleétido selecciona

del grupo que consiste en las SEC ID N°: 69, 73,97, 99, 101 y 115.

58. Un método para tratar a un paciente que lo necesite, que comprende administrar al menos

una proteina de unidn a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 a dicho paciente.

59. Un anticuerpo monoclonal aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo, en el que

dicho anticuerpo o fragmento de unidn a antigeno del mismo se une a un epitopo neutralizante de

ADAMTS5 con una constante de disociacion (Kd) menor que aproximadamente 5%x10-4

litro/segundo.

sk sk ok sk oo sfe sk sk ok ofe sk ok ok sk ok ok ok ok sk ok ok
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ANEXO EXPLICATIVO DE LAS MODIFICACIONES

En las Reivindicaciones 19 y 20 se modifican las dependencias, quedando estas
Reivindicaciones dependientes de las Reivindicaciones 1 a 16, lo cual supera un error de
traduccidn y encuentra séporte en la publicacién internacional WO02011/002968 péagina 62.

En la Reivindicacidn 28 se agrega “intraarticular, subcutanea”, dicha adicién supera
un error de traduccién y encuentra soporte en la publicacién internacional W02011/002968
pagina 63.

En la Reivindicacién 32 se reemplaza “1x10% por “5%10*”, 1o cual supera un error
de traduccién y encuentra soporte en la publicacion internacional W02011/002968 péagina

64.
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ANEXO EXPLICATIVO DE LAS MODIFICACIONES

En la Hoja Sustituta 17 se adiciona “En ciertas realizaciones, las proteinas de union a
antigeno de la presente invencion tienen una afinidad de al menos aproximadamente 5x10*
litto/mol, 1x10° litro/mol, 5x10° litro/mol o 1x10° litro/mol medida por una constante de asociacion
(Ka). En otra realizacién, las proteinas de union a antigeno de la presente invencidn se unen a un
epitopo neutralizante de ADAMTSS humano con una constate de disociaciéon (Kd) menor que
aproximadamente 5x10™ litro/segundo, 1x10” litro/segundo, 5x10° litro/segundo o 1x10°
litro/segundo.” Que soluciona un error de traduccién y encuentra soporte en la publicacion

internacional WO2011/002968 pagina 18.

En la Hoja Sustituta 23 se adiciona: “En ciertas realizaciones, Thr4 de NAKTLAE
(SEC ID N° 22) es leucina, isoleucina o metionina. En ciertas realizaciones, His3 de
QHHYGTPWT (SEC ID N®27) es valina. En ciertas realizaciones, GlyS de
QHHYGTPWT (SEC ID N°:27) es triptofano, tirosina, fenilalanina, o metionina. IEn
ciertas realizaciones, His9 de EIRNKANNHARHYAESVKG (SEC ID N%13) es
fenilalanina o tirosina. En ciertas realizaciones, Ser6 de TYYYGSSYGYCDV (SEC ID
N°:18) cs fenilalanina o tirosina.”, esta adicion soluciona un error de traduccién y encuentra

soporte en la publicacion internacional W0O2011/002968, pagina 24.

En la Hoja Sustituta 36 se adiciona: “En_ciertas realizaciones la ADAMTS es

ADAMTS4 0 ADAMTSS.”, “los mAbs” y “7B4.1E11” que solucionan un error de traduccién

y encuentran soporte en la publicacién internacional W02011/002968 pagina 37.

En la Hoja sustituta 37 se adiciona: “En otra realizacion, la presente invencion se refiere
a un anticuerpo que neutraliza la actividad enzimatica de AMAMTSS, y en la que el anticuerpo se
une simultdneamente a los dominios catalitico y desintegrina con una KD menor que
aproximadamente 1x10” o 2x10"° medido mediante BiaCore u Octet QK.” que soluciona un
error de traducciéon y encuentra soporte en la publicacion internacional W02011/002968

pagina 38.

En la Hoja Sustituta 44 se adiciona “(numero CAS 329040-94-0)”, que solucionan un
error de traduccién y encuentran soporte en la publicacion internacional W02011/002968
pagina 45, y adicionalmente afiade la siguiente estructura, que soluciona un error de
traduccién, y encuentra soporte en la publicacion internacional W02011/002968, pagina
46:
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GSKS571949

En la Hoja sustituta de la Pagina 51 se inserta “Todos los mAbs en este experimento
contenian porciones Fc completamente funcionales (es decir, no eran Fc inutilizados).,” lo cual
soluciona un error de traduccién y encuentra soporte en la publicacion internacional

WO2011/002968 pagina 54.
En la Hoja Sustituta 55 se corrige “figura 12” por “figura 13” y se adiciona “y
7B4.1E11.” que soluciona un error de traduccién y encuentra soporte en la publicacién

internacional WO2011/002968 pagina 57.

En la Hoja Sustituta de la Pagina 57 se agregan las siguientes especificaciones a la

tabla:

Regién variable de cadena pesada de 12F4.1H7 | 32 147
Regidn variable de cadena pesada de 1G10.1C9 | 33 157
Regién variable de cadena pesada de 2D3.1D4 34 151
Region variable de cadena pesada de 3A12.1D7 | 35 153
Regién variable de cadena pesada de 5F10.1H6 | 36 155
Regién variable de cadena pesada de 7B4.1E11 | 37 149
Region variable de cadena ligera de 2D3.1D4 38 162
Regién variable de cadena ligera de 3A12.1D7 39 154
Region variable de cadena ligera de 5F10.1H6 40 156
Regiéh variable de cadena ligera de 7B4.1E11 41 150
Region variable de cadena ligera de 12F4.1H7 42 148
Cadena pesada de 2F4 H4L0 IgG1m(AA) 158 159

Lo cual soluciona un error de transcripcién y encuentra soporte en la publicacion internacional

W02011/002968 pagina 59.

En la Hoja Sustituta de la pagina 10/10 correspondiente a la figura 13 se adiciona
una figura que soluciona un error de traduccion y encuentra soporte en la publicacion

internacional W02011/002968 pagina 10/10 correspondiente a las figuras.
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isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano, valina, alanina,
arginina, acido aspartico, cisteina, cistina, acido glutamico, glutamina, glicina, ornitina, prolina,
serina, taurina y tirosina;

la CDRL2 se selecciona de las secuencias de aminoacidos NAKTLAE (SEC ID N°: 22),
SASNRHT (SEC ID N°: 23), SASTRYT (SEC ID N° 24) o SASNRYT (SEC ID N° 25), en las que
cualquier aminoacido de las SEC ID N° 22-25 se sustituye en una posicion por un aminoacido
seleccionado de histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano,
valina, alanina, arginina, acido aspartico, cisteina, cistina, acido glutdmico, glutamina, glicina,
ornitina, prolina, serina, taurina y tirosina; y

la CDRL3 se selecciona de las secuencias de aminoacidos QQYSSYPFT (SEC ID N°: 26),
QHHYGTPWT (SEC ID N°: 27), QQYVNYPFT (SEC ID N°: 28) o QQYTSYPFT (SEC ID N
29), en las que cualquier aminoacido de las SEC ID N°: 26-29 se sustituye en una posicion por un
aminoacido seleccionado de histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
triptéfano, valina, alanina, arginina, acido aspértico, cisteina, cistina, acido glutamico, glutamina,

glicina, ornitina, prolina, serina, taurina y tirosina.

En ciertas realizaciones, Thr4 de NAKTLAE (SEC ID N°: 22) es leucina, isoleucina o
metionina. En ciertas realizaciones, His3 de QHHYGTPWT (SEC ID N°:27) es valina. En ciertas
realizaciones, Gly5 de QHHYGTPWT (SEC ID N°®27) es triptdfano, tirosina, fenilalanina, o
metionina. En ciertas realizaciones, His9 de EIRNKANNHARHYAESVKG (SEC ID N°:13) es
fenilalanina o tirosina. En ciertas realizaciones, Ser6 de TYYYGSSYGYCDV (SEC ID N°18) es

fenilalanina o tirosina.

Las CDRLI1, L2, L3, H1 y H2 tienden a presentar estructuralmente una de un nimero finito
de conformaciones de cadena principal. La clase de estructura candnica particular de una CDR se
define tanto por la longitud de la CDR como por el empaquetamiento de bucles, determinado por
restos localizados en posiciones clave tanto en las CDR como en las regiones flanqueantes (restos
estructuralmente determinantes o SDR). Martin y Thornton (1996; J Mol Biol 263: 800-815) han
generado un método automético para definir los moldes candnicos de “restos clave”. Se usa andlisis
de grupos para definir las clases canodnicas para conjuntos de CDR y después se identifican moldes
canonicos por analisis de interacciones hidrofobas enterradas, restos de formacidn de enlaces de
hidrégeno y glicinas y prolinas conservadas. LLas CDR de secuencias de anticuerpos pueden
asignarse a clases candnicas por comparacién de las secuencias con los moldes de restos clave y

puntuacion de cada molde usando matrices de identidad o similitud.

Se proporcionan a continuacién ejemplos de candénicos de CDR dentro del alcance de la
invencién. La numeracién de aminoacidos usada es la de Kabat.
\ LLos ejemplos de candnicos para la CDRH1 como se expone en la SEC ID N° 144 o una
.‘E'g\variante de la misma son: la Ala 32 se sustituye por lle, His, Tyr, Phe, Thr, Asn, Cys, Glu o Asp; el
Y\Frp 33 se sustituye por Tyr, Ala, Gly, Thr, Leu o Val; la Met 34 se sustituye por lle, Val o Trp; y el

Asp 35 se sustituye por His, Glu, Asn, Gln, Ser, Tyr o Thr.
3
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anticuerpo anti-ADAMTS4 seleccionado (denominado 7E8.1E3) o un inhibidor de
agrecanasa/MMP conocido, mostrado como GSKS571949 (nimero CAS 329040-94-0) a
continuacion. Cada condicion de tratamiento se ensayd en multiplos de 8 en cada placa donante. Se
midi6 la inhibicion de la liberacion de neoepitopo ARGSVIL (SEC ID N°: 1) para cada muestra en

numerosos puntos a lo largo del transcurso del experimento.

GSK571949

Como se ha descrito anteriormente, la escision de agrecano por agrecanasa se produce
tipicamente en una regién conservada dentro del dominio interglobular del agrecano. La escision
enzimdtica producird un fragmento liberado que contiene un neoepitopo con una secuencia de
aminoéacidos N-terminal (ARGSVIL) del agrecano. Este neoepitopo de escision puede detectarse y
cuantificarse usando un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a las formas escindidas,
peor no al agrecano intacto. Tanto los anticuerpos contra ADAMTSS como el inhibidor de
ADAMTSS5 mostraban una inhibicidn significativamente superior de la liberacién de ARGSVIL
que el control y el anticuerpo contra ADAMTS4. Un resumen del porcentaje de inhibicion de la
liberacion de ARGSVIL se muestra en la Figura 1. Los resultados demuestran que los mAbs
especificos de ADAMTSS son capaces de inhibir la degradacion en un indice de aproximadamente
70% durante el periodo de evaluacidn de 2-3 semanas en comparacién con un compuesto de control
de ensayo molecular pequefio. Estos resultados son uniformes dentro de y entre muchas muestras de
donantes individuales.

Ejemplo S - Respuesta a la Dosis de Anticuerpo contra ADAMTSS en Explante de

Cartilago OA Humano

Se ensayd el porcentaje de inhibicion de la liberacién de ARGSVIL como se describe en el
Ejemplo 4 para determinar la respuesta de la dosis de un anticuerpo anti-ADAMTSS seleccionado
(véase la Figura 2). Se ensayd el anticuerpo murino 7B4.1E11 a las dosis siguientes: 1340'nM, 670
nM, 335 nM, 81,25 nM. También se uso inhibidor de agrecanasa/MMP de control. El porcentaje de
liberaciéon de ARGSVIL era inferior con las mayores dosis de anti-ADAMTSS y disminuia tras el
tratamiento con dosis inferiores. Se usaron dosis de tratamiento con anticuerpo de control de isotipo
correspondiente (no se muestra) para determinar la inhibicion de 0% y se usé una sola dosis eficaz
de GSK571949 para calcular la inhibicion.de 100%. Este tratamiento con mAb demuestra una
respuesta a la dosis que parece alcanzar un efecto méaximo a la dosis de 670 nM (Figura 2). Sin
embargo, deberia observarse que estaban representados mas donantes (n = 22) en el punto de dosis
de 670 nM mientras que las otras dosis incluian menos donantes (n<5).

Ejemplo 6 - Estudios in vivo de DMM

Se indujo OA en ratones usando un modelo de Desestabilizacién de Menisco Medial
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instrumentos.

El mAb CS humanizado (12F4 H4L0) presenta una afinidad global (KD) de 38,3 pM segun
se mide en el formato de antigeno abajo en el sistema Octet QK. El mAb 12F4 H4L0 demuestra una
KD de 85 pM, en el formato de mAb abajo en el sistema Biacore. EI 7B4 HOLO mostrado como
referencia, presenta una KD de 205 y 869 pM en los sistemas Octet QK y Biacore respectivamente.
Se muestran valores de afinidad para las formas murina y quimérica de cada mAb en la presente
memoria como referencia para demostrar que se conserva la afinidad después de la humanizacion.
Todos los mAbs en este experimento contenian porciones Fc completamente funcionales (es decir,

no eran Fc inutilizados).
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Descripciones de secuencia Identificador de secuencia
(SEC ID N9)
secuencia de | secuencia
aminoacidos | de ADN

Cadena ligera L1 de 7B4 100 99

Cadena ligera L2 de 7B4 102 101
Cadena pesada HO de 12F4 104 103
Cadena pesada H1 de 12F4 106 105
Cadena pesada H2 de 12F4 108 107
Cadena pesada H3 de 12F4 110 109
Cadena pesada H4 de 12F4 112 111
Cadena ligera LO de 12F4 114 113
Regién variable de cadena pesada HO de 7B4 116 115
Regidn variable de cadena pesada H1 de 7B4 118 117
Region variable de cadena pesada H2 de 7B4 120 119
Regidn variable de cadena pesada H3 de 7B4 122 121
Regién variable de cadena pesada H4 de 7B4 124 123
Regién variable de cadena pesada H5 de 7B4 126 125
Regién variable de cadena pesada H6 de 7B4 128 127
Region variable de cadena ligera LO de 7B4 130 129
Region variable de cadena ligera L1 de 7B4 132 131
Regién variable de cadena ligera L2 de 7B4 134 133
Region variable de cadena pesada HO de 12F4 136 135
Regién variable de cadena pesada H1 de 12F4 138 137
Regién variable de cadena pesada H2 de 12F4 140 139
Regiodn variable de cadena pesada H3 de 12F4 142 141
Regién variable de cadena pesada H4 de 12F4 144 143
Regién variable de cadena ligera LO de 12F4 146 145
Regién variable de cadena pesada de 12F4.1H7 | 32 147
Region variable de cadena pesada de 1G10.1C9 | 33 157
Regién variable de cadena pesada de 2D3.1D4 34 151
Regién variable de cadena pesada de 3A12.1D7 | 35 153
Regién variable de cadena pesada de 5F10.1H6 | 36 155
Region variable de cadena pesada de 7B4.1E11 | 37 149
Regioén variable de cadena ligera de 2D3.1D4 38 152
Region variable de cadena ligera de 3A12.1D7 39 154
Regién variable de cadena ligera de 5F10.1H6 40 156
Regidn variable de cadena ligera de 7B4.1E11 41 150
Region variable de cadena ligera de 12F4.1H7 42 148
Cadena pesada de 2F4 H4L.0 Ingm(AA) 158 159
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