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Asunto : Solicitud de patente para: “Anticuerpos
dirigidos a M-CSF~”.

Solicitante : WARNER LAMBERT COMPANY, LLC y AMGEN FREMONT
INC.

Fecha de solicitud: 1 de Diciembre de 2006.

1. Yo, ULuz Clemencia de PAEZ, identificada con la Cé&dula de
ciudadania N°¢° 35.456.344 de Usaguén, obrandc como apoderada del
solicitante en el asunto antes identificado, respetuosamente
manifiesto que doy alcance al memorial radicado en su Despacho el 10
de Octubre de 2011, mediante el cual presenté respuesta al 0Oficio No.
8911 notificado por fijacién en lista del 3 de Junio de 2011.

2. Respetuosamente manifiesto al Despacho que después de efectuar
una nueva revisién del alcance de la proteccidn reivindicada, mi
representada ha decidide modificar nuevamente el capitulo
reivindicatorio de la solicitud. El objeto de estas modificaciones es
superar la objecidn formulada por falta de claridad.

3. Meodificaciones de una solicitud en tramite.

De acuerdo con el articulo 34 de la Decisidn 486 de la Comisién de la
. Comunidad Andina, deonde se establece que la modificacién de una
solicitud es posible en cualquier momento del tramite mientras no
impligue una ampliacién de la solicitud inicial, se presenta un nuevo
capitulo reivindicatorio comc sustituto del anteriormente presentado.

En este nuevo capitulo reivindicatorio, se han eliminado 1las
reivindicaciones 14 a 19 y por tanto, el nuevo pliego reivindicatorio

ge encuentra conformade por 13 reivindicaciones.

asi entonces, con las modificaciones realizadas al «capitulo
reivindicatorico de la solicitud inicial, el mismo es claro y conciso
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y por tanto las objeciones formuladas a este respecto se deben tener
por superadas.

De otro lado, deseamos poner de presente que luego de revisar el
pliego descriptivo para la solicitud divisional, presentado anexo al
memorial radicado ante su Despacho el 10 de octubre de 2011, notamos
que por un error involuntario se presentd una memoria descriptiva que
gse refiere a una materia de invencidén distinta a la de la presente
solicitud. Por lo tanto, se presenta anexoc al presente memorial una
nueva memoria descriptiva de la solicitud divisional Yy
respetuosamente solicito que se continfie con su tramitacidn.

4. Puesto que con las modificacicnes realizadas a la presente
solicitud de patente se han atendido a cabalidad las observaciones
hechas por su Despacho sobre la presente solicitud, respetuosamente
solicito se continle con su tramitacidm.

5. Anexos

¢ Pliego reivindicatorio conformado por 13 reivindicaciones.

¢ Nueva memoria descriptiva de solicitud divisional.

* Formiulario para modificaciones.

e Recibo por $118.000 por concepto de modificaciones voluntarias.

Sefior Director,

Qéo. @/@rﬂ@n&a%g&

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
C.C. N° 35.456.344
T.P.A. No. 23.555
COLO-15777-845-001-3
MGM\MGM\ ID-204486\WPC15777
No. M-2011-204486\MGM
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FORMULARIO UNICO DE CORRECCIONES Y MODIFICACIONES

O

SOLICITUD DE:

|:| Correccitn de Error Material

IZI Madificacion a una solicitud

O,

SOLICITANTE

AMGEN FREMONT INC.

del
América, respectivamente.

Direccién: 201 Tabor Road,
Marris Plains,
New Jersey 07950,

¥

6701 Kaiser Drive,
Fremont,

Caiifornia 94555
Estados Unidos de Am

Respectivamente
Domicilio: Morris Plains,

New Jersey,
Estados Unidos de Am

y

Fremont,
California,

Respectivamente

Nombre: WARNER LAMBERT COMPANY, LLC y

Sociedades constituidas y existentes bajo las leyes
Estado de Delaware, Estados Unidos de

Estados Unidos de América

Estados Unidos de América

IDENTIFICACION

|:| NIT D
D Oftro D

c.C
C.E.

érica

Numero:

érica

546 09 70
clientes@cavelier.com

Teléfono:
E-mail:

Fax:

2494070

©

REPRESENTANTE
O APODERADO

Nombre:
Carrera 42 No. 72-35
347 36 11

cavelier@ecavelier.com

Direccién:
Teléfono:

E-mail:

Luz Clemencia de PAEZ

Fax:

IDENTIFICACION

X O
|:| Otro D

Nimero: 35.456.344 TP 23.555

c.C.

2179211 | cg

Numero de expediente:

06.034.496

©
©

Descripcion de la correccion o modificacion solicitada:
Presento nuevo capitulo reivindicatorio de la solicitud inicial No. 06.034.496 compuesto por 13

reivindicaciones y pido respetuosamente que el examen de patentabilidad sea realizado sobre estas

nuevas reivindicaciones presentadas, nuevo capi

tulo descriptivo de la solicitud divisional presentada

en expediente ef 10 de octubre de 2011.




Comprobante de pa'go No. 11-107189 Fecha: 01 de noviembre de 2011

O Anexos

Comprobante de pago de la tasa por $118.000, por concepto de modificaciones.

Comprobante de pago por reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacién
por.

Poderes, si fuere el caso

Documento que acredita la existencia y representacién legal de las partes, cuando sean
personas jurldicas.

O OO0 O

Copia auténtica de la sustitucién que del poder otorgado por la Sociedad Solicitante hizo el
Doctor EMILIO FERRERO a mi favor, y para lo cual solicito me sea reconocida personeria
para continuar con el tramite del asunto de la referencia.

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ FIRMA: RA'Q é‘é”)’}_@ﬂé@ @éﬁ&}

C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P.A. 23.555

MGM




REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclenal o una porcién de unién al antigeno del
mismo gue se une especificamente a la M-CSF, caracterizado porgque el
anticuerpo comprende:

a) una cadena pesada gque comprende las secuencias de amino &cidos de
la cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 en la SEQ ID NO: 30 (residuos 45-
54, 69-85 y 118-129, respectivamente) y una cadena liviana que
comprende las secuencias de amino &cido de la cadena liviana CDRL,
CDRZ y CDR3 en la SEQ ID NO: 32 (residuos 44-55, 71-77 y 110-118,
regpectivamente), o

b) una cadena pesada que comprende las secuencias de amino acidos de
la cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 en la SEQ ID NO: 26 {residuocs 45-
54, 69-85 y 118-123, respectivamente) y una cadena liviana que
comprende las secuencias de amino Acido de la cadena liviana CDR1,
CDRZ y CDR3 en la S8EQ ID NO: 28 (residuos 46-56, 72-78 vy 111-119,
respectivamente) .

2. El anticuerpo o una porcién de unién al antigenc de acuerdo con la
reilvindicacién 1, caracterizado porque la cadena pesada comprende la
secuencia de aminodcidos del dominio variable de cadena pesada en la
SEQ ID NO: 30 (residuocs 20-141) o SEQ ID NO: 26 (residuos 20-135).

3. El anticuerpo o una porcién de unién al antigenoc de acuerdo con la
reivindicacidén 1, caracterizado porque la cadena liviana comprende la
secuencia de amino&cidos del dominio variable de cadena liviana en la
SEQ ID NO: 32 (residuos de 21 a 129) o SEQ ID NO: 28 ({(residuos 23-
130) .

4. El anticuerpo o una porcién de unidén al antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 1, caracterizado porque la cadena pesada y liviana son
las siguientes:

a} una cadena pesada que comprende la secuencia de amino&cidosz del
dominio variable de cadena pesada en la SEQ ID NO: 30 (residuos 20-
141) y una cadena liviana que comprende la secuencia de aminodcidos
del dominic variable de cadena liviana en la SEQ ID NO: 32 (residuos
21-129), o

b) una cadena pesada gue comprende la secuencia de aminodcidos del
dominio variable de cadena pesada en la SEQ ID NO: 26 (residuos 20-
135) y una cadena liviana que comprende la secuencia de amino&cidos
del dominio variable de cadena liviana en la SEQ ID NO: 28 ({(residuos
de 23 a 130).

5. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacidén 1, caracterizado
porque la cadena pesada consiste en la secuencia de aminodcidos de la
SEQ ID NO: 30 sin la secuencia de sefiales de residuos de 1-19, y en
donde la cadena liviana consiste en la secuencia de aminocdcidos de la
SEQ ID NO: 32 sin la secuencia de la sefial de los residucs 10-20.

€. E1l anticuerpo de acuerde con la reivindicacién 1, caracterizado
porgue la cadena pesada consiste en la secuencia de aminolcidos de la
SEQ ID NO: 26 sin la secuencia de gefiales de los residuos 1-19, v en



donde la cadena liviana consiste en la secuencia de aminodcidos de la
SEQ ID NO: 28 zin la secuencia de seflales de los residuos 1-22.

7. Una composicidén farmacéutica caracterizada porque comprende el
anticuerpo o© una porcidén de wunidén al antigeno de acuerdo con
cualguiera de las reivindicaciones 1 a &, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

8. Una linea de células aisladas que produce el anticuerpo 8.10.3 con
ATCC No. de acceso PTA-5395 o el anticuerpo 9.14.4 con ATCC No. de
acceso PTA-5394 © un anticuerpo con la misma secuencia de aminoacidos
de la cadena pesada y liviana CDR del anticuerpo 8.10.3 o 9.14.4.

9. Una molécula de 4&cido nucleico aislada caracterizada porque
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la cadena pesada,
o0 una porcién de unién al antigeno del mismo, o la cadena liviana, o
una porcién de unién al antigeno del mismo, o tanto la cadena pesada y
la cadena liviana, o una porcién de unién al antigeno del mismo, de un
anticuerpc anti-M-CSF, en donde la <cadena pesada o 1liviana es
codificada por una secuencia de nucleétidos seleccionada del grupo que
consiste de: SEQ ID Nos: 25, 27, 29, y 31, sin secuencia sefilal.

10. Un vector que comprende la molécula de &acido nucleice de acuerdo
con la reivindicacidén 9, caracterizado porque el vector comprende una
secuencia de control de la expresién unida operativamente a dicha
molécula de acido nucleico.

11. Una célula huésped recombinante aislada caracterizada porque
comprende el vector segiin la reivindicacié4n 10 o la molécula de acido
nucleico de acuerdo con la reivindicacién 9.

12. La célula huésped recombinante aislada segin la reivindicacién 11
caracterizada porque comprende una molécula de &cido nucleico que
codifica la cadena pesada y una molécula de &cido nucleico que
codifica la cadena liviana del anticuerpoc o una porcién de unién al
antigeno del mismo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1
a 6.

13. Un método para hacer un anticuerpo anti-M-CSF o parte de unién al
antigenoc del mismo, caracterizado porque comprende:

1) cultivar la célula huésped recombinante segin la reivindicacién 11
o la linea celular segln la reivindicacién 8 por un periodo de tiempo
suficiente para permitir la expresién de los anticuerpos o parte de la
célula huésped o linea celular y

2) recuperar el anticuerpo o© porcién utilizande métodos de
purificacidén de proteinas.

MGM\MGM\ ID-204487\WPC15777



ANTICUERPOS DIRIGIDOS A M-CSF

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] El factor de estimulacién de colonias de macrdéfagos (M-CSF)
es un miembro de la familia de proteinas a la cual se hace
referencia como factores de estimulacién de colonias (CSFs). El M-

CSF es una glicoproteina segregada o de la superficie celular que
comprende dos subunidades que estén unidas mediante una ligadura de
disulfuro con una masa molecular total que varia desde 40 a 90 kD

((Stanley E.R., et al., Mol. Reprod. Dev., 46:4-10 (1997)).
Similarmente a otros CSFs, el M-CSF es producido por macrofagos,
monocitos y células del tejido conectivo humano, tales como

condrocitos y fibroblastos sinoviales, en respuesta a proteinas
tales como la interleucina-1 o el factor de necrosis tumoral alfa.
El M-CSF estimula la formacién de colonias de macréfagos a partir de
células madre progenitoras hematopoyéticas pluripotentes (Stanley
E.R., et al., Mol. Reprod. Dev., 46:4-10 {(1997)).

[(0oo0z2] El M-CSF se liga tipicamente a su receptor, c-fms, con el
fin de ejercer un efecto bioldgico. c-fms contiene cinco dominios Ig
extracelulares, un dominio de transmembrana v un dominio

intracelular con dos dominios quinasa. En caso de ligarse M-CSF a c-
fms, el receptor homo-dimeriza e inicia una cascada de rutas de
transduccidén de sefiales, incluyendo las rutas JAK/STAT, PI3K y ERK.
[0003] El M-CSF es un regulador importante de la funcién,
activacidén y supervivencia de monocitos/macréfagos. Un nGmero de
modelos animales confirmaron el rol de M-CSF en varias enfermedades,
incluyendo artritis reumatoide (RA) y céncer. Los macrdfagos
comprenden células efectoras clave en RA. Se mostrd que el grado de
infiltracién de la sinovial por macrdfagos en RA estd estrechamente
correlacionado con el grado de destruccién articular subyacente. El
M-CSF, producido enddgenamente en la articulacién reumatoide por
monocitos/macréfagos, fibroblastos y células endoteliales, actia
sobre c&lulas del tipo monocito/macréfage para promover — su
supervivencia y diferenciacién en osteoclastos que destruyen huesos,
v  aumenta funcicnes celulares pro-inflamatorias tales como
citotoxicidad, produccién de superédxidos, fagocitosis, quimiotaxis y
produccién secundaria de citoquinas. Por ejemplo, el tratamiento con
M-CSF en el modelo de artritis experimental inducida por ultrasonido
en ratas con streptococcus agalactiae conduce a una patologia
aumentada (Abd, A.H., et al., Lymphokine C(ytokine Res. 10:43-50
{1991)). Similarmente, inyecciones subcutdneas de M-CSF en un modelo
murino de artritis inducida por coligeno (collagen-induced arthritis
= CIA), que es un modelo para RA, resulta en una exacerbacidn
significativa de los sintomas patolégicos de RA (Campbell I.K., et
al., J. Leuk. Biol. 68:144-150 ({2000)). Ademds, ratones MRL/lpr
que son altamente susceptibles a RA y otras enfermedades autoinmunes
tienen elevadas concentraciones basales de M-CSF en el suero (Yui
M.A., et al., Am. J. Pathol. 139:255-261 (1991)). El recuerimiento
de M-CSF enddgeno para mantener la CIA se demostrd por una reduccidén
significativa de la severidad de la enfermedad establecida mediante
un anticuerpo monoclonal de ratén que neutraliza M-CSF (Campbell
I.K., et al., J. Leuk. Biol. 68:144-150 (2000)).

[0004] Con respecto a cancer, la inhibicidén de factores de
estimulacién de colonias mediante oligonucledtidos antisentido
suprime el crecimiento de xenoinjertos de tumores embridénicos y del
colon en ratones mediante la desaceleracidn de la destruccién de la
matriz extracelular (ECM) mediada por macréfagos (Seyedhossein, A.,
et al., Cancer Research, 62:5317-5324 (2002)).

[0005] La ligadura de M-CSF a c-fms y la activacién subsecuente
de monocitos/macrdfagos es importante en un nimeroc de estados



patolégicos. Ademés de RA y céncer, los otros ejemplos de estados
patoldégicos relacionados con M-CSF incluyen osteoporosis, artritis
destructiva, aterogénesis, glomerulonefritis, enfermedad de Kawasaki
e infeccién con HIV-1, estados patoldgicos en los cuales
monocitos/macréfagos y tipos de célula relacionados juegan un rol.
Por ejemplo, osteoclastos son similares a macréfagos y son regulados
parcialmente por M-CSF. Las seflales de crecimiento y diferenciacién
inducidas por M-CSF en las etapas iniciales de la maduracién de
osteoclastos son esenciales para la actividad osteoclastica
subsecuente en huesos.

[0006] La pérdida Osea mediada por osteoclastos, tanto en la
forma de erosiones focales de los huesos como asi también en 1la
forma de osteoporosis juxta-articular mas difusa, es un problema
mayor no resuelto en RA. Las consecuencias de estas pérdidas &seas

incluyen deformaciones de las articulaciones, discapacidad
funcional, riesgo aumentado de fracturas de huesos y mortalidad
aumentada. El M-CSF es exclusivamente esencial para la

osteoclastogénesis, y el blogueo experimental de esta citoquina en
modelos animales de artritis anula exitosamente la destruccidén de
las articulaciones. Se conocen rutas destructivas similares para
operar en otras formas de artritis destructiva tales como artritis

psoridtica, y ©podrian representar rutas apropiadas para una
intervencidn similar.
[0007] La pérdida Osea postmenopdusica resulta de una

remodelacidn defectuosa de los huesos debida a un desacoplamiento de
la formacién de los huesos de la resorcidn 6Gsea exuberante mediada
por osteoclastos como consecuencia de una deficiencia de estrdgeno.
Se mostrd en ratones, que la neutralizacidén in-vivo de M-CSF usando
un anticuerpoc blogueante previene completamente el aumento del
namero de osteoclastos, el aumento de la resorcidén ésea y la pérdida
6sea resultante inducida por ovariectomia.

[0008] Varias lineas de evidencia sefialan que M-CSF juega un rol
central en aterogénesis y en hiperplasia intimal proliferativa
después de un trauma mecdnico a la pared arterial. Se mostrd que
todos los tipos celulares de importancia en lesiones
aterosclerdticas expresan M-CSF, y que estas lesiones todavia
aumentan poxr la exposicidén a lipoproteina oxidada. El blogqueo de 1la
seflalizacién por M-CSF mediante un anticuerpo c¢-fms neutralizante
reduce la acumulacidén de células espuma derivadas de macrdfagos en
la raiz adrtica de ratones con deficiencia de apolipoproteina E
mantenidos con una dieta elevada en grasas.

[0009] Tante en la glomerulonefritis humana como en 1la
experimental, se encontrd que la expresidén de M-CSF glomerular esta
co-localizada con la acumulacidn, activacién y proliferacién local
de macrdfagos, y esté correlacionada con el grado de dafio glomerular
y proteinuria. El blogqueo de la seflalizacién por M-CSF mediante un
anticuerpo dirigido contra su receptor c-fms disminuye
significativamente la acumulacién local de macréfagos en ratones
durante la respuesta inflamatoria renal inducida por obstruccién
urétrica unilateral experimental.

[0010] La enfermedad de Kawasaki (KD) es una vasculitig
pedidtrica, f£febril, aguda de causa desconocida. Es muy comin vy
complicaciones serias implican la vasculatura coronaria en la forma
de dilatacién aneurismal. Los niveles de M-CSF en sueroc se elevan
significativamente en la fase aguda de la enfermedad de Kawasaki, y
se nermalizan después del tratamiento con inmunoglobulina
intravencsa. La artritis de célula gigante (GCA) es una vasculopatia
inflamatoria gque ocurre principalmente en personas de avanzada edad
en las cuales células T y macrdfagos infiltran las paredes de
arterias medianas y grandes conduciendo a consecuencias clinicas que
incluyen ceguera y accidente cerebrovascular debido a la oclusién
arterial. La implicacién activa de macrdéfagos en GCA se evidencia



por la presencia de elevados niveles de mediadores inflamatorios
derivados de macréfagos dentro de las lesiones vasculares.

[0011] Se informé que M-CSF hace los macrdfagos derivados de
monocitos mAs susceptibles a la infeccidn con HIV-1 in vitro. En un
estudio reciente, el M-CSF aumentd la frecuencia con la cual se
infectaron macréfagos derivados de monocitos, la cantidad de mRNA
HIV expresada por célula infectada y el nivel de DNA proviral
expresado por cultivo infectado.

[0012] Dado el rol de M-CSF en varias enfermedades, es deseable
un método para inhibir M-CSF.

[0013] Existe una necesidad critica para anticuerpos anti-M-CSF
terapéuticos.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0014] La presente invencidén provee anticuerpos humanos aislados o
porciones que ligan antigeno de los mismos que ligan especificamente
M-CSF humano y actlan como un antagonista de M-CSF y composiciones
que comprenden dicho anticuerpo o porciédn.

[0015] La invencién también provee composiciones que comprenden
un anticuerpo anti-M-CSF, la cadena pesada y/o liviana, las regiones
variables o las porciones que ligan antigeno del mismo, o moléculas
de &cido nucleico que codifican un anticuerpo, cadena de anticuerpo
© regidn variable del mismo y un excipiente farmacduticamente
aceptable. En ciertas realizaciones, las composiciones pueden
comprender ademés otro componente, tal como un agente terapéutico o
un agente diagndéstico. La invencidén también provee métodos
diagnésticos y terapéuticos. En ciertas realizaciones, las
composiciones se usan en una cantidad terapéuticamente efectiva
necesaria para tratar o prevenir una enfermedad o condicién
particular.

[0016] La invencién también provee métodos para tratar o prevenir
una variedad de enfermedades y condiciones tales como, pero no
estando limitado a, inflamacién, céncer, aterogénesis, trastornos
neurolégicos y trastornos cardiacos con una cantidad efectiva de un
anticuerpo anti-M-CSF de la invencién, o una porcién gque liga
antigeno del mismo, &cidos nucleicos que c¢odifican dicho anticuerpo,
o cadenas pesadas y/o livianas, las regiones variables o porciones
gue ligan antigenc del mismo.

[0017] La invencidén provee lineas celulares aisladas, tales como
hibridomas, que producen anticuerpos anti-M-CSF o porciones que
ligan antigeno de los mismos.

[0018] La invencién también provee moléculas de Aacido nucleico
que codifican las cadenas pesadas y/o livianas de anticuerpos anti-
M-CSF, las regiones variables de los mismos o porciones que ligan
antigeno de los mismos.

[0019] La invencidn provee vectores y células hospedantes que
comprenden las moléculas de &cido nucleico, como asi también métodos
para producir recombinantemente los polipéptidos codificados por las
moléculas de acido nucleico.

[0020] También se proveen animales ¢ plantas transgénicos no
humanos que expresan las cadenas pesadas y/o livianas, o porciones
que ligan antigeno de las mismas, de anticuerpos anti-M-CSF.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0021] Las Figuras 1A y 1B son graficos que ilustran que los
anticuerpos anti-M-CSF resultaron en una disminucién relacionada con
la dosis de los conteos de monocitos totales en monos macho y hembra
durante el tiempo. Los conteos de monocitos se determinaron mediante
dispersién de la 1luz usando un sistema Cell Dyn de Abbott
Diagnostics Inc. Los conteos de monocitos se monitorearon desde las
24 horas hasta las 3 semanas después de la administracién de




vehiculo o del anticuerpo 8.10.3 en una dogis de 0; 0,1; 1 &6 5 mg/kg
en un volumen de dosis de 3,79 mL/kg durante un periode de
aproximadamente 5 minutos.

[0022] La Figura 1A se refiere a monos macho.
[0023] La Figura 1B se refiere a monos hembra.
[0024] Las Figuras 2A y 2B son gridficos que ilustran que un

tratamiento anti-M-CSF resultd en una reduccién del porcentaje de
monocitos CD14+4CD16+ en monos macho y hembra. Los conteos de
monocitos se monitorearon los dias 0-21 después de la administracién
de vehiculo o del anticuerpo 8.10.3 en una dosis de 0; 0,1; 1 & S
mg/kg en un volumen de dosis de 3,79 mL/kg durante un periodo de
aproximadamente 5 minutos. Los dias 1, 3, 7, 14 y 21 después de la
inyeccién de 8.10.3, se determind para cada mono ensayado el
porcentaje de monocitos dentro del subconjunto CD14+(D16+ después de
cada extraccidn de sangre.

{0025] La Figura 2A se refiere a monos macho.

[0026] La Figura 2B se refiere a monos hembra.

[0027] Las Figuras 3A y 3B son graficos que ilustran que un
tratamiento anti-M-CSF resulté en una disminucién del cambio
porcentual de monocitos totales con todas las dosis del anticuerpe
8.10.3F y anticuerpo 9.14.4I1 en comparacién con los niveles de
monocitos del pre-ensayo.

[0028] La Figura 3A muestra datos recolectados de experimentos
usandc el anticuerpo 8.10.3F.

[0029] La Figura 3B muestra datos recolectados de experimentos
usando el anticuerpo 9.14.41.

[0030] La Figura 4 esg una alineacién de secuencias de las
secuencias de amino&cidos previstas de las regiones variables de
cadena liviana y pesada de veintiseis anticuerpos anti-M-CSF en
comparacidén con las secuencias de aminodcidos de la linea germinal
de los genes de la regidn variable correspondiente. Las diferencias
entre las secuencias del anticuerpo y las secuencias del gen de la
linea germinal se indican mediante letra negrita. Lineas de trazos
indican ausencia de cambioc con respecto a la linea germinal. Las
secuencias subrayadas en cada alineaci6én representan, de izquierda a
derecha, las secuencias FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4.

[0031] La Figura 4A muestra una alineacién de la secuencia de
aminoacidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpe 252 (residuos 21-127 de SEQ ID NO: 4) con la secuencia
V012, J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[0032] La Figura 4B muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo BB (residuos 21-127 de SEQ ID NQ: 8) con la secuencia
Vy012, J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[0033] La Figura 4C muestra una alineacién de la secuencia de
amincécidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 100 (residuos 21-127 de SEQ ID NO: 12) con la secuencia
VL2, J.3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 107).

[0034] La Figura 4D muestra una alineacidén de la secuencia de
amincacidos prevista de la regidn variable de cadena liviana para el
anticuerpo 3.8.3 (residuos 23-130 de SEQ ID NO: 16) con la secuencia
VL5, J¢3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 109).

[0035] La Figura 4E muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regidn variable de cadena liviana para el
anticuerpo 2.7.3 (residuos 23-130 de SEQ ID NO: 20} con la secuencia
VL5, J4 de la linea germinal (SEQ ID NO: 117).

{0036] La Figura 4F muestra una alineacidén de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regidén variable de cadena liviana para el
anticuerpo 1.120.1 (residuos 21-134 de SEQ ID NO: 24) con la
secuencia VB3, J,1 de la linea germinal (SEQ ID NO: 112).

[0037] La Figura 4G muestra una alineacién de la secuencia de
amincacidos prevista de la regidén variable de cadena pesada para el



anticuerpo 252 (residuos 20-136 de SEQ ID NO: 2) con la secuencia
Vy3-11, Dy7-27 Jy6 de la linea germinal {SEQ ID NO: 106).

[0038] La Figura 4H muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 88 (residuos 20-138 de SEQ ID NO: 6) con la secuencia V,3-
7, Dy6-13, Jyé de la linea germinal (SEQ ID NO: 105).

[0039] La Figura 4I muestra la alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 100 (residuos 20-141 de SEQ ID NO: 10) con la secuencia
Vy3-23, Dyl-26, Jyd de la linea germinal (SEQ ID NO: 104).

[(0040] La Figura 4J muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 3.8.3 (residuos 20-135 de SEQ ID NO: 14) con la secuencia
Vyg3-11, Dy7-27, Ju4 de la linea germinal (SEQ ID NO: 108).

[0041] La Figura 4K muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regidén variable de cadena pesada para el
anticuerpe 2.7.3 (residuos 20-137 de SEQ ID NO: 18) con la secuencia
Vup3-33, Dyl-26, Jud de la linea germinal (SEQ ID NO: 110).

[0042] La Figura 4L muestra una alineacidén de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 1.120.1 (residuos 20-139 de SEQ ID NO: 22) con la
secuencia Vyl-18, Dy4-23, Jyd de la linea germinal (SEQ ID NO: 111).
[0043] La Figura 4M muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 8.10.3 (residuos 21-129 de SEQ ID NO: 44} con 1la
gecuencia VA27, J4 de la linea germinal (SEQ ID NO: 114).

[0044] La Figura 4N muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpc 8.10.3 (residuos 20-141 de SEQ ID NO: 30) con 1la
secuencia Vy3-48, Dyl-26, Juéb de la linea germinal (SEQ ID NO: 113).
[0045] La Figura 40 muestra una alineacién de la secuencia de
amincacidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 9.14.4 (residuos 23-130 de SEQ ID NO: 28) con la
secuencia V,012, J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[00456] La Figura 4P muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 9.14.4 (residuos 20-135 de SEQ ID NO: 38) con la
secuencia Vy3-11, Dy7-27, Jydb de la linea germinal (SEQ ID NO: 116).
[0047] La Figura 4Q muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 9.7.2 (residuos 23-130 de SEQ ID NO: 48) con la secuencia
ViCl2, J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[0048] La Figura 4R muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 9.7.2 (residuos 20-136 de SEQ ID NO: 46) con la secuencia
Vy3-11, Dy6-13, Jy6b de la linea germinal (SEQ ID NO: 115).

[0048] La Figura 4S5 muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regiém variable de cadena liviana para el
anticuerpo 9.14.4I (residuos 23-130 de SEQ ID NO: 28) con 1la
gsecuencia V,012 J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103}.

[0050] La Figura 4T muestra una alineacidén de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 9.14.4I (residuos 20-135 de SEQ ID NO: 26) con la
secuencia Vyz3-11, Dy7-27, Jydb de la linea germinal (SEQ ID NO: 116) .
[0051] La Figura 4U muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la reqgién variable de cadena liviana para el
anticuerpoc 8.10.3F (residuos 21-129 de SEQ ID NO: 32) con la
secuencia V,A27, J.4 de la linea germinal (SEQ ID NO: 114).

[0052] La Figura 4V muestra una alineacidn de la secuencia de
amino&cidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 8.10.3F (residuos 20-141 de SEQ ID NO: 30) con la
secuencia Vy3-48, Dyl-26, Jy4¢b de la linea germinal (SEQ ID NO: 113).



[0053] La Figura 4W muestra una alineacidén de la secuencia de
aminoacidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 9.7.2IF ({(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 36) con la
secuencia V,012, J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[0054] La Figura 4X muestra una alineacidén de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 9.7.2IF (residuos 20-136 de SEQ ID NO: 34) con 1la
secuencia Vy3-11, Dy6-13, Ju6b de la linea germinal (SEQ ID NO: 115).
[0055] La Figura 4Y muestra una alineacién de la secuencia de
amincdcidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 9.7.2C-Ser (residuos 23-130 de SEQ ID NO: 52} con 1la
secuencia V012, J3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[0056] La Figura 4Z muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpc 9.7.2C-Ser (residuos 20-136 de SEQ ID NO: 50} con la
secuencia Vy3-11, Dy6-13, Ju6b de la linea germinal (SEQ ID NO: 115).
[0057] La Figura 4AA muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 9.14.4C-Ser (residuos 23-130 de SEQ ID NO: 56) con la
secuencia V,012, J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[0058] La Figura 4BB muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpc 9.14.4C-Ser (residuos 20-135 de SEQ ID NO: 54} con la
secuencia Vy3-11, Dy7-27, Jy4b de la linea germinal (SEQ ID NO: 116).
[0059] La Figura 4CC muestra una alineaciédn de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo B8.10.3C-Ser (residuos 21-129 de SEQ ID NO: 60) con la
secuencia V,A27, J,4 de la linea germinal (SEQ ID NO: 114).

[0060] La Figura 4DD muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 8.10.3C-Ser (residucs 20-141 de SEQ ID NO: 58) con la
secuencia Vy3-48, Dyl-26, Ju4b de la linea germinal (SEQ ID NO: 113).
[0061] La Figura 4EE muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 8.10.3-CG2 (residuos 21-129 de SEQ ID NO: 60) con la
secuencia VA27, J4 de la linea germinal (SEQ ID NO: 114).

[0062] La Figura 4FF muestra una alineacifn de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 8.10.3-CG2 (residuos 20-141 de SEQ ID NO: 62) con la
secuencia Vy3-48, Dgl-26, Jy4b de la linea germinal (SEQ ID NO: 113).
[0063]) La Figura 4GG muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 9.7.2-CG2 (residucs 23-130 de SEQ ID NO: 52) con la
secuencia V012, J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[0064] La Figura 4HH muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 9.7.2-CG2 (residuos 20-136 de SEQ ID NO: 66) con la
secuencia Vy3-11, Dy6-13, Jy6b de la linea germinal (SEQ ID NO: 115).
[0065] La Figura 4II muestra una alineacién de la secuencia de
aminoacidos prevista de la regidén variable de cadena liviana para el
anticuerpo 9.7.2-CG4 (residuos 23-130 de SEQ ID NO: 52) con la
secuencia V,.0l2, J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[0068] La Figura 4JJ muestra una alineacién de la secuencia de
aminoacidos prevista de la regidén variable de cadena pesada para el
anticuerpo 9.7.2-CG4 (residuos 20-135 de SEQ ID NO: 70) con la
gecuencia Vy3-11, Dy6-13, Ju6b de la linea germinal (SEQ ID NO: 115).
[0067] La Figura 4KK muestra una alineacidén de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 9.14.4-CG2 (residuos 23-130 de SEQ ID NO: 56) con la
secuencia V012, J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[0068] La Figura 4LL muestra una alineacidén de la secuencia de
aminoacidos prevista de la regiémn variable de cadena pesada para el



anticuerpo 9.14.4-CG2 (residuos 20-135 de SEQ ID NO: 74) con la
secuencia Vu3-11, Dy7-27, Jyéb de la linea germinal (SEQ ID NO: 116).
[0069] La Figura 4MM muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 9.14.4-CG4 (residuos 23-130 de SEQ ID NO: 56) con la
secuencia V,012, J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[c070] La Figura 4NN muestra una alineacidén de la secuencia de
amino&cidos prevista de la regifén variable de cadena pesada para el
anticuerpo 9.14.4-CG4 (residuos 20-135 de SEQ ID NO: 78) con la
secuencia Vy3-11, Dy7-27, Jyd4b de la linea germinal (SEQ ID NO: 116}.
[0071] La Figura 400 muestra una alineacién de la secuencia de
aminoadcidos prevista de la regidén variable de cadena liviana para el
anticuerpo 9.14.4-Ser (residuos 23-130 de SEQ ID NO: 28) con la
secuencia V012, J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[0072] La Figura 4PP muestra una alineacidén de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regidn variable de cadena pesada para el
anticuerpo 9.14.4-Ser (residucs 20-135 de SEQ ID NO: 82) con la
secuencia Vy3-11, Dy7-27, Jy4b de la linea germinal (SEQ ID NO: 116).
[0073] La Figura 4QQ muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regidén variable de cadena liviana para el
anticuerpo 9.7.2-Ser (residuos 23-130 de SEQ ID NO: 48) con la
secuencia V,012, J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[0074] La Figura 4RR muestra una alineacidén de la secuencia de
aminoacidos prevista de la regidn variable de cadena pesada para el
anticuerpo 9.7.2-Ser (residuos 20-136 de SEQ ID NO: 86) con la
secuencia Vuz3-11, Dy6-13, Jy6b de la linea germinal (SEQ ID NO: 115).
[0075] La Figura 4SS muestra una alineacidén de la secuencia de
aminoacidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 8.10.3-Ser (residuos 21-129 de SEQ ID NO: 44) con la
secuencia V,A27, J,4 de la linea germinal (SEQ ID NO: 114).

[0076] La Figura 4TT muestra una alineacién de la secuencia de
aminoacidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo B8.10.3-Ser (residuos 20-141 de SEQ ID NO: 90) con la
gsecuencia Vy3-48, Dyl-26, Juydb de la linea germinal (SEQ ID NO: 113).
[0677] La Figura 4UU muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 8.10.3-CG4 (residuos 21-129 de SEQ ID NO: 60} con la
secuencia V,A27, J4 de la linea germinal (SEQ ID NO: 114).

[0078] La Figura 4VV muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 8.10.3-CG4 (residuos 20-141 de SEQ ID NO: 94) con 1la
secuencia Vy3-48, Dyl-26, Jg4b de la linea germinal (SEQ ID NO: 113).
[0079] La Figura 4WW muestra una alineacibén de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regién variable de cadena liviana para el
anticuerpo 9.14.4G1 ({residuos 23-130 de SEQ ID NO: 28) con 1la
secuencia V,012 J,3 de la linea germinal (SEQ ID NO: 103).

[0080] La Figura 4XX muestra una alineacién de la secuencia de
aminoadcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 9.14.4Gl1 (residucs 20-135 de SEQ ID NO: 102) con la
secuencia Vy3-11, Dy7-27, Jydb de la linea germinal (SEQ ID NO: 116).
[0081] La Figura 4YY muestra una alineacién de la secuencia de
aminodcidos prevista de la regidén variable de cadena liviana para el
anticuerpo 8.10.3FGl (residucs 21-129 de SEQ ID NO:32) con la
secuencia V,A27, J,4 de la linea germinal (SEQ ID NO: 114).

[0082] La Figura 4ZZ muestra una alineacién de la secuencia de
aminoadcidos prevista de la regién variable de cadena pesada para el
anticuerpo 8.10.3FGl (residuos 20-141 de SEQ ID NO: 98) con la
secuencia Vy3-48, Dyl-26, Jydb de la linea germinal (SEQ ID NO: 113).



DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Definicibén y técnicas generales

[0083] Salvo que se indique 1lo contrario, los términos
cientificos y técnicos usados en conexién con la presente invencién
tendran los significados entendidos cominmente por los entendidos en
el arte. Ademds, siempre que el contexto no requiera lo contrario,
los términos en singular deben incluir el plural y los términos en
plural deben incluir el singular. Generalmente, las nomenclaturas
usadas en conexién con, y las técnicas de, cultivo celular y de
tejidos, biologia molecular, inmunologia, microbiologia, genética Yy
quimica de proteinas y &cidos nucleicos e hibridacién descritas en
gésta son aquellas bien conocidas y usadas cominmente en el arte.
[{0084] Los métodos y las técnicas de la presente invencién se
realizan generalmente de acuerdo con métodos convencionales bien
conocidos en el arte y segin lo descrito en varias referencias
generales y mas especificas que son citadas y discutidas en toda la
presente memoria descriptiva, siempre gque no se indique 1lo
contrario. Vea, por ejemplo, Sambrock et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1989) y BAusubel et al., Current Protocols in
Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1992), y Harlow vy
Lane Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1990), que son incorporados en ésta
por referencia. Las reacciones enzimaticas 54 técnicas de
purificacidn se realizan de acuerdo con las especificaciones del
fabricante, seglin lo realizado cominmente en el arte o de acuerdo
con lo descrito en é&sta. Las nomenclaturas usadas en conexidn con, y
los procedimientos y técnicas de laboratorio de quimica analitica,
quimica orgénica sintética y quimica medicinal y farmacéutica
descritos en ésta son aguellos bien conocidos y usados cominmente en
el arte. Se usan técnicas estdndar para sintesis gquimica, an&lisis
quimicos, preparaciones farmacéuticas, formulaciones, administracién
Yy tratamiento de pacientes.

[0085] Los términos siguientes, salvo indicacién en contrario,
deben entenderse con los significados siguientes:

[0086] El término “polipéptido” comprende proteinas naturales o
artificiales, fragmentos proteicos y andlogos polipeptidicos de una
secuencia proteica. Un polipéptidoc puede ser monomérico o
polimérico.

[oo87] El término “proteina aislada”, “polipéptido aislado” o
“anticuerpo aislado” significa una proteina, polipéptide o
anticuerpo que, en virtud de su origen o fuente de derivacién, tiene
una a cuatro de las caracteristicas siguientes: (1) no estd asociado
con componentes naturalmente asociados que lo acompafian en su estado
natural, (2} estd libre de otras proteinas de la misma especie, (3)
es expresado por una célula de una especie diferente, o (4) no
ocurre en la naturaleza. Por lo tanto, un polipéptido que es

sintetizado quimicamente o sintetizado en wun sistema celular
diferente de la célula en la cual se origina naturalmente estara
*aislado” de los componentes con los que estd asociado naturalmente.
Una proteina también puede convertirse en una proteina
substancialmente libre de componentes con los cuales estd asociada
naturalmente mediante una aislacién, usando técnicas de purificacién
de proteinas bien conocidas en el arte.

[0088] Ejemplos de anticuerpos aislados incluyen un anticuerpo
anti-M-CSF que ha sido purificado por afinidad usando M-CSF, un
anticuerpo anti-M-CS8F que ha sido sintetizado in vitro mediante un
hibridoma u otra linea celular y un anticuerpo anti-M-CSF derivado
de un ratdn transgénico.

[0089] Una proteina o un polipéptido es “substancialmente puro”,
"substancialmente homogéneo” o “substancialmente purificado” cuando



al menos aproximadamente 60 a 75% de una muestra exhibe una sola
especie de polipéptido. El polipéptido © la proteina puede ser
monomérico o multimérico., Un polipéptido o proteina substancialmente
purc comprenderd tipicamente aproximadamente 50%, 60%, 70%, 80% o
90% p/p de una muestra proteica, mis usualmente aproximadamente 95%,
Yy preferentemente tendrda una pureza mayor de 99%. La pureza u
homogeneidad de la proteina puede ser indicada por un nimero de
medios bien conocidos en el arte, tales como electroforesis en gel
de poliacrilamida de una muestra de proteina, seguida por la
visualizacién de una sola banda del polipéptido al colorear el gel
con un colorante bien conocido en el arte. Para ciertos propdsitos,
puede proveerse una resolucidén mayor usando HPLC u otros medios de
purificacién bien conocidos en el arte.

[0050] El término “fragmento polipeptidico”, segin lo usado en
ésta, se refiere a un polipéptido que tiene una delecién amino-
terminal y/o carboxi-terminal, pero cuya secuencia de aminodcidos
remanente es 1idéntica a las posiciones correspondientes en la
gsecuencia de ocurrencia natural. En algunas realizaciones, los
fragmentos tienen una longitud de al menos 5, 6, 8 & 10 amino&cidos.
En otras realizaciones, los fragmentos tienen wuna longitud de al
menos 14, al menos 20, al menos 50 o al menos 70, 80, 90, 100, 150 &
200 amincacidos.

[00281] El término “anfdlogo polipeptidico”, seglin lo usado en
ésta, se refiere a un polipéptido que comprende un segmento
substancialmente idéntico a una ©porcién de una secuencia de
aminodcidos y que tiene al menos una de las propiedades siguientes:
(1} ligadura especifica a M-CSF bajo condiciones de Lligadura
adecuadas, (2) capacidad para inhibir M-CSF.

[0092] Tipicamente, los andlogos polipeptidicos comprenden una
sustitucidén (o insercién o delecién) de aminodcidos conservativos
con  respecto a la secuencia gque ocurre naturalmente. Andlogos
tipicos tienen una longitud de al menos 20 & 25 aminoacidos,
preferentemente al menos 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 & 200
aminodcidos o mayor, y muchas veces pueden tener la longitud del
polipéptido de longitud completa.

[0093] En ciertas realizaciones, las substituciones de amincdcidos
del anticuerpo o la porcién que liga antigeno del mismo son aquellas
que : (1) reducen la susceptibilidad a proteolisis, (2) reducen la
susceptibilidad a oxidacién, (3) modifican la afinidad de ligadura
para formar complejos proteicos o (4) confieren o modifican otras
propiedades fisicoquimicas o funcionales de tales anidlogos. Los
andlogos pueden incluir varias mutaciones de una secuencia diferente
a la secuencia peptidica que ocurre normalmente. Por ejemplo, en la
secuencia que ocurre normalmente pueden realizarse substituciones
simples o mGltiples de aminocdcidos, preferentemente substituciones
con aminodcidos conservativos, preferentemente en la porcién del
polipéptido fuera del dominio (de 1los dominiocs) que forma(n)
contactos intermoleculares.

[0094] Una substitucidén con un aminocdcido conservativo no debe
modificar substancialmente las caracteristicas estructurales de 1la
secuencia parental; por ejemplo, un aminodcido de reemplazo no
deberia modificar la lamina O antiparalela que integra el dominic de
ligadura de la inmuncglobulina que ocurre en la secuencia parental,
ni debe romper otros tipes de estructura secundarias que
caracterizan la secuencia parental. G@eneralmente, no se usaran
andlogos de glicina y prolina en una lamina 0 antiparalela. Ejemplos
de estructuras polipeptidicas secundarias y terciarias reconocidas
por el arte se describen en Proteins, Structures and Molecular

Principles (Creighton, Ed., W. H. Freeman y Company, New York
{1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden y J. Tooze,
eds., Garland Publishing, New York, N.Y. (1991)); y Thornton et al.,

Nature 354:105 (1991}, que son incorporados cada uno en é&sta por



referencia.

[0095] Andlogos no peptidicos son usados cominmente en la
industria farmacéutica como drogas con propiedades andlogas a
aquellas del péptide molde. Estos tipos de compuestos no peptidicos
se llaman “mim&ticos peptidicos” o “peptidomiméticos”. Fauchere, J.
Adv. Drug Res. 15:29 (1986); Veber y Freidinger, TINS p.392 (1985);
y Evans et al., J. Med. Chem. 30:1229 (1987), que son incorporados
en ésta por referencia. Tales compuestos son desarrollados muchas
veces con la ayuda de un modelaje molecular computarizade. Los

peptidomiméticos estructuralmente similares a péptidos
terapéuticamente dtiles pueden usarse para producir un efecto
terapéutico o profilactico equivalente. Generalmente, los

peptidomiméticos son estructuralmente similares a un polipéptido
paradigma (es decir, un polipéptido que tiene wuna propiedad
bioguimica o actividad farmacolégica deseada), tal como un
anticuerpo humano, pero tiene uno o mis enlaces peptidicos
opcionalmente reemplazados por un enlace seleccionado del grupo
formado por: --CH,NH--, --CH,S--, --CH;-CH,--, --CH=CH--(cis y trans),
--COCH,;--, --CH(CH)CH;--, y ~CH,S0--, por métodos blen conocidos en el
arte. Tampién puede usarse la substitucidn sistemdtica de uno o mas
aminodcidos de una secuencia de consensoc con un D-aminocacido del
mismo tipo (por ejemplo, D-lisina en lugar de L-lisina), para
generar péptidos mds estables. Ademis, péptidos minimizados
(constrained peptides) que comprenden una secuencia de consenso o
una variacién de secuencia de consenso sustancialmente idéntica
pueden ser dgenerados por métodos conocidos en el arte (Rizo y
Gierasch, Ann. Rev. Biochem. 61:387 {(1992), incorporadc en ésta por
referencia); por ejemplo, agregando residuos interncos de cisteina
capaces de formar puentes intramoleculares de disulfuro que ciclizan
el péptido.

[00956] Un “anticuerpo” se refiere a un anticuerpo intacte © una
porcidn que liga antigeno que compite con el anticuerpe intacto por
ligadura especifica. Vea en general, Fundamental Immunology, Ch. 7
(Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press, N.Y. (1989)) (incorporado por
referencia en su totalidad para todos los propdsitos). Pueden
producirse porciones gque ligan antigenc mediante técnicas de DNA
recombinante o mediante escisidn enzimitica o quimica de anticuerpos
intactos. En algunas realizaciones, las porciones que ligan
antigeno incluyen Fab, Fab’, F(ab’), Fd, Fv, dAb y fragmentos de
regiones determinantes complementarias (CDR), anticuerpcos de cadena
simple (scFv), anticuerpos quiméricos, diacuerpos y polipéptidos que
contienen al menos una porcién de un anticuerpo suficiente para
conferir al polipéptido ligadura a un antigeno especifico.

[0097] Desde el terminal N hasta el terminal C, los dominios
variables de ambas, la cadena liviana y la cadena pesada maduras,
comprenden las regiones FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. 1la
asignacion de aminodcidos a cada dominio estd de acuerdo con las
definiciones de Kabat, Sequences of Proteins of Immunological

Interest (National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 vy
1991)), Chothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-%17 (1987) o Chothia
et al., Nature 342:878-883 (1989).

[0098] Segin lo usado en ésta, un anticuerpo al cual se hace

referencia mediante un ndmero es igual al anticuerpo monoclonal
obtenido a partir del hibridoma del mismo nUmero. Por ejemplo, el
anticuerpo monoclonal 3.8.3 es el mismo anticuerpo que uno cbtenido
a partir del hibridoma 3.B.3.

[0099] De acuerdo con lo usado en ésta, un fragmente Fd significa
un fragmento de anticuerpo que consiste de los dominios Vy y Cyl; un
fragmentoc Fv consiste de los dominios Vi, ¥ Vy de un solo brazo de un
anticuerpo; y un fragmento dAb (Ward et al., DNature 341:544-546
(1989)) consiste de un dominio V.

[0100] En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo de



cadena simple (scFv) en el cual dominios V., y V4 estén apareados para
formar una molécula monovalente via un engarce sintético que permite

fabricar a los dominios como una sola cadena proteica. {Bird et
al., Science 242:423-426 (1988) y Huston et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA B85:5879-5883 (1988).) En algunas realizaciones, 1los

anticuerpos son diacuerpos, es decir, son anticuerpos bivalentes en
los cuales dominios Vy y V., son expresados sobre una sola cadena
polipéptida, pero usando un engarce demasiado corto para permitir el
apareamiento entre los dos dominios sobre la misma cadena, forzando
los dominios de este modo a aparearse con dominios complementarios

de otra cadena y creando dos sitios de ligadura de antigeno. {Vea,
por ejemplo, Holliger P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:6444-6448 (1993), y Poljak R. J. et al., Structure 2:1121-1123
(1994} .) En algunas realizaciones, pueden incorporarse unoc o mias

CDRs de un anticuerpo de la invencidén en una molécula, ya sea
covalentemente o© no covalentemente, para trasformarla en una
inmunoadhesina gque se liga especificamente a M-CSF. En tales
realizaciones, 1la CDR(s) pueden incorporarse como parte de una
cadena polipéptida més larga, pueden ligarse covalentemente a otra
cadena polipéptida o pueden incorporarse no covalentemente.

{0101} En realizaciones que tienen uno o mis sitios de ligadura,
estos pueden ser idénticos entre si o pueden ser diferentes.
[0102] Segin lo usado en é&sta, el término “anticuerpc humano”

significa cualquier anticuerpo en el cual las secuencias de los
dominios variable y constante son secuencias humanas. El término
comprende anticuerpos con secuencias derivadas de genes humanos,
peroc gue han side cambiadas, por ejemplo, para disminuir
inmunogenicidad posible, aumentar afinidad, eliminar cisteinas que
podrian causar un plegado indeseable, etc. El1 término comprende
tales anticuerpos producidos recombinantemente en cé&lulas no
humanas, que podrian impartir glicosilacién no tipica de células
humanas. Estos anticuerpos pueden prepararse de varios modos, como
descrito mas abajo.

[0103] El término “anticuerpo quimérico”, segin lo usado en ésta,
significa un anticuerpo que comprende regiones de dos o méas
. anticuerpos diferentes. En una realizacidén, una o mis de las CDRs
seé derivan de un anticuerpo anti-M-CSF humano. En otra realizaciédn,
todas las CDRs se derivan de un anticuerpo anti-M-CSF humano. En
otra realizacidn, las CDRs de mis de un anticuerpo anti-M-CSF humano
se encuentran combinadas en un anticuerpo quimérico. Por ejemplo, un
anticuerpo quimérico puede comprender una CDR1 de la cadena liviana
de un primer anticuerpc anti-M-CSF humano, una CDR2 de la cadena
liviana de un segundo anticuerpo anti-M-CSF humano y una CDR3 de la
cadena liviana de un tercer anticuerpo anti-M-CSF humano, y las CDRs
de la cadena pesada pueden derivarse de uno o mids anticuerpos anti-
M-C8F diferentes. Ademids, las regiones framework pueden estar
derivadas de uno de los anticuerpos anti-M-CSF del cual se tomaron
una o mds de las CDRs o de uno o mds anticuerpos humanos diferentes.
[0104] Los fragmentos o andlogos de anticuerpos o moléculas de
inmunoglobulina pueden prepararse facilmente por los entendidos en
el arte siguiendo las ensefianzas de esta memoria descriptiva. Los
terminales amino y carboxi preferidos de fragmentos o andlogos se
encuentran cerca de los limites de los dominios funcionales. Los
dominios estructurales y funcionales pueden identificarse mediante
la comparacién de los dates de las secuencias de nucledtidos y/o
aminodcidos con los datos de bases de datos de secuencias puablicas o
privadas. Preferentemente, se usan métodos de comparacién
computarizados para identificar motivos secuenciales o dominios
previstos de conformacién proteica que se encuentran en otras
proteinas de estructura y/o funcién conocida. Se conocen métodos
para identificar secuencias protéicas que se pliegan en una
estructura tridimensional conocida. Vea Bowie et al., Science



253:164 (1991).

[0105] El término *“resonancia en la superficie de un sensor
recubierte con la muestra” (surface plasmon resocnance), segin lo
usado en é&sta, se refiere a un fenémeno &ptico que permite el
analisis de interacciones bioespecifica en tiempo real mediante la
deteccidn de alteraciones de concentraciones proteicas dentro de una

matriz biosensora, por ejemplo, wusando el sistema BIACORE™
(Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden and Piscataway, N.J.).
Para descripciones adicionales, vea Jonsson U. et al., Ann. Biol.

Clin. 51:19-26 (1993); Jonsson U. et al., Biotechniques 11:620-627
{1991); Jomsson B. et al., J. Mol. Recognit. 8:125-131 (1995); Y
Johnsson B. et al., Anal. Biochem. 198:268-277 (1991).

[0106] El término “Kp” se refiere a la constante del equilibrioc de
disociacién de una interaccién anticuerpo-antigeno particular.
[0107] El término ‘“epitope” incluye un determinante proteico

capaz de ligarse especificamente a un receptor de inmunoglobulina o
célula T o de interactuar de otro modo con una molécula. Los
determinantes epitdpicos consisten generalmente de gruposg
superficiales quimicamente actives de woléculas tales como
aminodcidos o cadenas laterales de azlcares y generalmente tienen
caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, como asi
también caracteristicas de carga especificas. Un epitope puede ser
“lineal” o “conformaciocnal”. En un epitope lineal, todos los puntos
de interaccién entre la proteina y la molécula interactuante (tal
como un anticuerpo) se encuentran linealmente a lo largo de la
secuencia de aminodcidos primaria de la proteina. En un epitope
conformacional, los puntos de interaccién se encuentran a través de
residuos de aminodcidos sobre la proteina separados entre sf. Se
dice que un anticuerpo se liga especificamente con un antigenoc si la
constante de disociacién es < 1 mM, preferentemente < 100 nM y mis
preferentemente < 10 nM. En ciertas realizaciones, la X, es de 1 M a
500 pM. En otras realizaciones, la Kp se encuentra entre 500 pM y 1
M. En otras realizaciones, la K, se encuentra entre 1 M vy 100 M.
En otras realizaciones, la K, se encuentra entre 100 mM y 10 nM. Una
vez determinado un epitope o antigeno deseado, es posible generar
anticuerpos contra dicho epitope, por ejemplo, usando las técnicas
descritas en 1la presente invencién. Alternativamente, durante el
proceso de descubrimiento, la generacidén vy caracterizacidén de
anticuerpos puede elucidar informacién sobre epitopes deseables.
Luego, a partir de esta informacidn, es posible rastrear anticuerpos
que se ligan competitivamente al mismo epitope. Un enfoque para
lograr esto es conducir estudios de competicién cruzada para
encontrar anticuerpos que se ligan competitivamente entre si, por
ejemplo los anticuerpos compiten para ligarse al antigeno. Un
proceso de alto rendimiento para anticuerpos “ligantes” en base a su
competicién cruzada se describe en la Solicitud de Patente
Internacional No. WO 03/48731.

{o108] Segin lo usado en ésta, los veinte aminodcidos
convencionales y sus abreviaciones siguen el uso convencional. Vea
Immunology - A Synthesis (2™ Edition, E.S. Golub and D.R. Gren,
Eds., Sinauner Associates, Sunderland, Mass. {19%1)), e es
incorporado en ésta por referencia.

[0109] El término “polinucledtido” seglin lo referido en é&sta,

significa una forma polimérica de nucledtidos de una longitud de al
menos 10 bases, ya sean ribonucléotidos o desoxinucledtidos o una

forma modificada de cualguier tipo de nucledtido. El término
incluye formas de hebra simple y de hebra doble.
[0110] El término “peolinucledtido aislado”, segln lo usado en

ésta, wsignifica wun polinucledtido de origen gendmico, <¢cDNA o
sintético o alguna combinacidén de los mismos que, en virtud de su
origen o fuente de derivacién, tiene wuna a tres de las
caracteristicas siguientes: (1) no estd asociado con el total o una



porcidén de un polinucledtido con el cual el “polinucledtido aislado”
se encuentra naturalmente, ({2} estd ligado operativamente a un
polinucleétido al cual no estd ligado naturalmente, o (3) no ocurre
naturalmente como parte de una secuencia mayor.

fo111] El término “oligonucledétido”, segin lo usado en ésta,
incluye nucledtidos que se encuentran naturalmente y nucledtidos
modificados, ligados entre si mediante enlaces oligonucleotidicos
que se encuentran naturalmente y enlaces oligonucleotidicos que mno
se encuentran naturalmente. Los oligonucledtidos son un subconjunto
polinucleotidico que comprende generalmente una longitud de 200
bases o wmenor. Preferentemente los oligonucleétidos tienen una
longitud de 10 a 60 bases y més preferentemente una longitud de 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20 a 40 bases. Los oligonucledtidos
usualmente tienen una socla hebra, por ejemplo en el caso de
cebadores y sondas; si bien oligonucledtidos pueden ser de doble
hebra, por ejemplo para el uso en la construccién de un gen mutante.
Los oligonucledtidos de la invencidén pueden ser oligonucledtidos de
sentido o antisentido.

[0112] El término “nucleétidos que se encuentran naturalmente”,
seglin lo usado en  ésta, incluye desoxirribonucléotidos A%
ribonucléotides. El término “nucledtidos modificados”, segin 1lo

usado en ésta, incluye nucledtidos con grupos de azilicar modificados
o substituidos y similares. El término “enlaces oligonucleotidicos”
referido en ésta incluye enlaces oligonucleotidicos tales como
fosforotioato, fosforoditioato, fosforoselencato,
fosforodiselenoato, fosforoanilotioato, fosforaniladato,
fosforoamidato y similares. Vea, por ejemplo, LaPlanche et al.,
Nucl. Acids Res. 14:9081 (1986); Stec et al., J. Am. Chem. Soc.
106:6077 (1984); Stein et al., Nucl. Acids Res. 16:320% {1988); Zon
et al., Anti-Cancer Drug Design 6:539 (1991); Zon et al.,
Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach, pp. 87-108 (F.
Eckstein, Ed., Oxford University Press, Oxford England (1991}}; U.sS.
Patent No. 5,151,510; Uhlmann y Peyman, Chemical Reviews 90:543
(1990), cuyas revelaciones estén incorporadas en ésta por
referencia. Si deseado, un oligonucledtido puede incluir un marcador
para la detecciédn.

[0113] Secuencias “enlazadas operativamente” incluyen ambas,
secuencias de control de expresién que se encuentran en posicién
contigua con el gen de interés y secuencias de control de expresidn
que actdan en trans o a una distancia para controlar el gen de
interés. El término ‘“secuencia de control de expesidn”, segin lo
usado en é&sta, significa secuencias polinucleotidicas que son
necesarias para efectuar la expresién y el procesamiento de
secuencias codificadoras a las cuales estén ligadas. Las secuencias
de control de expresidén incluyen secuencias de iniciacién de la
transcripcidn, terminacién, promotoras e intensificadoras adecuadas;
sefiales de procesamiento de RNA eficientes, tales como sefiales de
corte y empalme y de poliadenilacién; secuencias que estabilizan el
mRNA citoplasmético; secuencias que aumentan la eficiencia de la
traduccidén (es decir, la secuencia de consenso de Kozak); secuencias
que aumentan la estabilidad de 1la proteina; vy, si deseado,
secuencias que aumentan la secrecién de la proteina. La naturaleza
de tales secuencias de control difiere en dependencia del organismo
hospedante; en procariotas, tales secuencias de control incluyen
generalmente el promotor, el sitio de ligadura ribosomal y la
secuencia de terminacién de la transcripcién; en eucariotas,
generalmente, tales secuencias de control incluyen promotores y 1la
secuencia de terminacién de la transcripcién. El término “secuencias
de control” tiene la intencién de incluir, como minimo, todos los
componentes cuya presencia es esencial para la expresién y el
procesamiento, y puede incluir también componentes adicionales cuya
presencia es ventajosa, por ejemple, secuencias conductoras Yy



secuencias de compafierc de fusién.

{0114] El términc “vector”, segin lo usado en ésta, significa una
molécula de Adcido nucleico capaz de transportar otro &acido nucleico
al cual ha sgido ligada. En algunas realizaciones, el vector es un
plasmido, es decir, un bucle c¢ircular de DNA de doble- hebra al cual
pueden ligarse segmentos adicionales de DNA. En algunas
realizaciones, el vector es un vector viral, al cual pueden ligarse
segmentos de DNA adicionales en el genoma viral. En algunas

realizaciones, los vectores son capaces de replicacidén autédnoma en
una célula hospedante en la cual son introducidos (por ejemplo,
vectores bacterianos que tienen un origen de replicacién bacteriano
Yy vectores mamiferos episomales). En otras realizaciones, 1los
vectores (por ejemplo, vectores mamiferos no episomales) pueden
integrarse en el genoma de una célula hospedante al ser introducidos
en la célula hospedante, y de ese modo son replicados conjuntamente
con el genoma del hospedante. Ademds, ciertos vectores son capaces
de dirigir la expresién de genes a log cuales estdn ligados
operativamente. A tales vectores se hace referencia en ésta como

“vectores de expresidén recombinante” (o simplemente, “vectores de
expresién”) .

[0115] El término “célula hospedante recombinante” (o simplemente
“célula hospedante”), segin lo usado en é&sta, significa una célula

en la cual ha sido introducido un vector de expresién recombinante.
Debe entenderse que los términos “célula hospedante recombinante” y
“célula hospedante” no significan solamente la cé&lula objeto
particular sino también la progenie de tal célula. Como pueden
producirse ciertas modificaciones en generaciones sucesivas, debido
a mutaciones o influencias ambientales, tal progenie, de hecho,
puede ser no idéntica a la célula parental, pero atn estar incluida
dentro del alcance del término “célula hospedante” usado en ésta.
[0116] El término “hibridar selectivamente” referido en é&sta
significa ligar en forma detectable y especifica. Polinucléotidos,
oligonocledtidos y fragmentos de los mismos de acuerdo con la
invencién hibridan selectivamente con hebras de &cido nucleico bajo
condiciones de hibridacién y lavado gque minimizan la ligadura
detectable de <cantidades apreciables a &cidos nucleicos no
especificos. Pueden usarse condiciones de “elevada severidad” o
“altamente estrictas” para lograr condiciones de  Thibridacién
selectiva, condiciones que son conocidas en el arte y discutidas en
ésta. Un ejemplo de condiciones de ‘elevada severidad” o “altamente
estrictas” son presentadas en un métcedo  para incubar un
polinucléotido con otro polinucléotido, método en el cual un
polinucléotido puede ser fijado a una superficie sélida, tal como
una membrana, en un buffer de hibridacién de S8SPE o 8SC 6X%,
formamida al 50%, reactivo de Denhardt 5X, SDS al 0,5%, 100 pg/ml de
DNA de esperma de salmén fragmentado, desnaturalizado a una
temperatura de hibridacién de 42°C durante 12-16 horas, seguido por
dos lavados a 55°C, usando un buffer de lavado de SSC 1X, SDS al
0.5%. Vea también Sambroock et al., supra, pp. 9.50-9.55.

[0117] El término “porcentaje de identidad de secuencias” en el
contexto de secuencias de &Acido nucleico significa el porcentaje de
residuos idénticos al comparar y alinear una primera secuencia
contigua para determinar su correspondencia méxima con una segunda
secuencia contigua. La longitud de la comparacién de identidad de
secuencias puede abarcar al menos aproximadamente nueve nucledtidos,
usualmente al menos aproximadamente 18 nucledtidos, mis usualmente
al menos aproximadamente 24 nqnucledtidos, tipicamente al menos
aproximadamente 28 nucledétidos, mas tipicamente al mMenos
aproximadamente 32 nucledtidos V' preferentemente al mernos
aproximadamente 36, 48 o mis nucledtidos. En el arte se conoce un
nimero de algoritmos diferentes gue pueden usarse para medir la
identidad de secuencias de nucleétides. Por ejemplo, secuencias



polinucleotidicas pueden compararse usando FASTA, CGap o Bestfit, que
son programas de la versidén 10.0 del paguete de software Wisconsin
Package, Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin. FASTA,
que incluye, por ejemplo, los programas FASTA2 y FASTA3, provee
alineamientos y porcentaje de identidad de secuencias de las
regiones que presentan la mejor superposicién entre las secuencias
problema y de referencia (between the query and search sequences)
(Pearson, Methods Enzymol. 183:63-98 (1990); Pearson, Methods Mol.
Biol. 132:185-219 (2000); Pearson, Methods Enzymol. 266:227-258
{1996); Pearson, J. Mol. Biol. 276:71-84 (1998); incorporados en
ésta por referencia). Siempre que no sea especificado de otro modo,
se usan parametros predeterminados para un programa o algoritmo
particular. Por ejemplo, el porcentaje de identidad de secuencias
entre &cidos nucleicos puede ser determinado usando FASTA con sus
parametros predeterminados (un tamafio de palabra de 6 y el factor
NOPAM para la matriz de puntaje) o usando Gap con sus parametros
predeterminados provistos en la versién 6.1 de GCG, incorporada en
ésta por referencia.

{011s] Una referencia a una secuencia nuclecotidica comprende su
complemento, siempre gque no sea especificado de otro modo. Por lo
tanto, debe entenderse que una referencia a un &cido nucleico que
tiene una secuencia particular comprende su hebra complementaria,
que es su secuencia complementaria.

[0119] El término “porcentaje de identidad de secuencias”
significa un cociente, expresado como un porcentaje del numero de
residuos idénticos sobre el nimerc de residucs comparados.

[0120] El término ‘“similitud substancial” o “similitud
substancial de secuencias”, al hacer referencia a un &cido nucleico
o un fragmento del mismo, significa que al alinear éptimamente dicho
dcido nucleico o fragmento, con  inserciones o deleciones
nucleotidicas apropiadas, con otro &cido nucleico {o su hebra
complementaria), existe una identidad de secuencias nuclectidicas de
al menos aproximadamente 85%, preferentemente al menos
aproximadamente 90%, y més preferentemente al menos aproximadamente
95%, 96%, 97%, 98% & 99% de las bases nucleotidicas, medida por
cualquier algoritmo bien conocide para determinar la identidad de

secuencias, tales como FASTA, BLAST o Gap, discutidos
precedentemente.
[0121] Cuando se aplica a polipéptidos, el término “identidad

substancial” significa gque cuando dos secuencias peptidicas son
alineadas Optimamente, tal como por el programa GBAP o BESTFIT,
usando pesos predeterminados del intervalo no hom&logo (GAP),
comparten una identidad de secuencias de al menos 70%, 75% y 80%,
preferentemente al menos una identidad de secuencias de 90% & 95%, y
mis preferentemente una identidad de secuencia de al menos 97%, 98%
& 99%. En ciertas realizaciones, las posiciones de residuos que no
son idénticos difieren en sustituciones con aminoécidos
conservativos. Una “substitucidén con un amino&cido conservativeo” es
una substitucidn en la cual un residuc de aminoidcido es sustituido
por otro residuo de amincdcido que tiene un grupo R de cadena
lateral con propiedades quimicas similares (por ejemplo, carga o
hidrofobicidad). En general, una substitucidn con un aminoécido
conservativo no cambiari substancialmente las propiedades
funcionales de una proteina. En los casos en los cuales dos o més
secuencias de aminodcidos difieren entre si por substituciones
conservativas, el porcentaje de identidad de secuencias puede ser
ajustado hacia arriba para corregir la naturaleza conservativa de la
substitucidén. Medios para hacer este ajuste son bien conocidos por
los entendidos en el arte. Vea, por ejemplo, Pearson, Methods Mol.
Biol. 243:307-31 (1994). Ejemplos de grupos de aminodcidos que
tienen cadenas laterales con propiedades quimicas similares incluyen
1) cadenas laterales alifdticas: glicina, alanina, valina, leucina e



isoleucina; 2) cadenas laterales hidroxil-alifaticas: serina vy
treonina; 3) cadenas laterales gque contienen amida: asparagina y
glutamina; 4) cadenas laterales aromdticas: fenilalanina, tirosina y
triptofano; 5) cadenas laterales bésicas: lisina, arginina e
histidina; 6) cadenas laterales &cidas: &cido aspartico y &cido
glutamico; y 7) cadenas laterales que contienen azufre: cisteina y
metionina. Grupos de substitucién de amincacidos conservativos son:

valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina,
alanina-valina, glutamato-aspartato y asparagina-glutamina.
[0122] Alternativamente, un reemplazo conservativo es cualquier

cambio que tiene un valor positivo en la matriz de semejanza
algoritmica (log-likelihood matrix} PAM250 revelada en Gonnet et
al., Science 256:1443-45 (1992), incorporado en ésta por referencia.
Un reemplazo “moderadamente conservativo” es cualguier cambio que
tiene un valor no negativo en la matriz de semejanza logaritmica
PAM250.

[0123] La identidad de secuencias para polipéptidos se mide
tipicamente usando software para anilisis de secuencias. Un software
para andlisis de proteinas compara secuencias usando medidas de
similitud asignadas a varias substituciones, deleciones y otras
modificaciones, incluyendo substituciones con aminocdcidos
conservatives. Por ejemplo, GCG contiene programas tales como “Gap”
y "Bestfit” que pueden usarse con parametros predeterminados, segln
lo especificado con los programas, para determinar homologia de
secuenciasg 0 identidad de secuencias entre polipéptidos
estrechamente relacionados, tales como polipéptidos homdlogos de
diferentes especies y organismos, © entre una proteina natural y una
mutacién de la misma. Vea, por ejemplo, GCG Versién 6.1. Las
secuencias polipeptidicas también pueden compararse usando FASTA con
parametros predeterminados o recomendados, vea GCG, versidén 6.1,
(University of Wisconsin WI) FASTA (por ejemplo, FASTA2 y FASTA3)
provee alineaciones y porcentaje de identidad de secuencias de las
regiones que presentan la mejor superposicién entre las secuencias
problema y de referencia (between the query and search sequences)
(Pearson, Methods Enzymol. 1B3:63-98 (1990); Pearson, Methods Mol.
Biol. 132:185-219 (2000); Pearson, Methods Enzymol. Otro algoritmo
preferido, al comparar una secuencia de la invencién con una base de
datos gque contiene un gran nimero de secuencias de diferentes
organismos, es el programa de computacién BLAST, especialmente
blastp o tblastn, usando parametros predeterminados provistos con el
programa. Vea, por ejemplo, Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-
410 (1990} ; Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-402 (1997).
[0124] La longitud de las secuencias polipeptidicas cuya
homologia se compara serd generalmente de al menos aproximadamente
16 residuos de aminodcidos, usualmente al menos aproximadamente 20
residuos, mis usualmente al menos aproximadamente 24 residuos,
tipicamente al menos aproximadamente 28 residuos, y preferentemente

mayor de aproximadamente 35 residuos. Cuando se investiga en una
base de datos gque contiene secuencias de wun gran namero de
organismos diferentes, es preferible comparar secuencias de
aminoacidos.

[0125] De acuerdo con lo usado en ésta, los té&rminos “marcador’ o
"marcado” se refieren a la incorporacién de otra molécula en el
anticuerpo. En una realizacidn, el marcador es un marcador

detectable, por ejemplo, la incorporacién de un aminodcido con
marcador radioactivo o fijacién de grupos de Dbiotinilo a wun
polipéptido, grupos que pueden ser detectados por avidina marcada
(poxr ejemplo, streptavidina que contiene un marcador fluorescente o
actividad enzimidtica que puede ser detectada por métodos &pticos o
colorimétricos). En otra realizacidn, la etigueta o marcador puede
ser terapéutico, por ejemplo, un conjugado de droga o toxina. En el
arte se conocen varios métodos para marcar polipéptidos vy



glicoproteinas que pueden usarse. Ejemplos de marcadores para
polipéptidos incluyen, pero no estdn limitados a, los siguientes:
radioisétopos ¢ radionuclidos (por ejemplo, °3H, C, N, 3%s, 9%,
**Te, *iIn, 1, 1), marcadores fluorescentes (por ejemplo, FITC,

rodamina, sustancias fosforescentes a bazse de lanté&nidos),
marcadores enzimaticos (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante,
[-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina}, marcadores
quimicluminiscentes, grupos biotinilo, epitopes polipeptidicos

predeterminados reconocidos por un reporter secundario (por ejemplo,
secuencias apareadas de cierres de leucina ({(leucine zipper pair
sequences), gitios de 1ligadura para anticuerpos secundarios,
deminios ¢que ligan metales, rétulos de  epitopes), agentes
magnéticos, tales como quelatos de gadolinic, toxinas tal como
toxina pertusis, taxol, citocalacina B, gramicidina D, bromuro de
etilio, hemetina, mitomicina, etoposida, tenoposida, vincristina,
vinblastina, colguicina, toxorubicina, daunoruvicina,
dihidroxiantracindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D,
l1-dehidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina,
lidocaina, propanclol, y puromicina y andlogos u homdlogos de los
mismos. En algunas realizaciones, los marcadores estdn unidos
mediante brazos espaciadores de longitud variable para reducir el
potencial de impedimento estérico.

[0126] Se entenderd gue en toda esta memoria descriptiva y las
reivindicaciones, la palabra “comprender” o variaciones tales como
“comprende” o “comprendiendo” implicarid la inclusién de una entidad
© grupo de entidades, pero no la exclusién de cualquier otra entidad
o grupo de entidades.

Anticuerpos anti-M-CSF humanos y caracterizacién de los mismos

[0127] En una realizacidén, la invencidén provee anticuerpos anti-
M-CSF humanizados. En una realizacién, la invencidén provee
anticuerpos anti-M-CSF humanos. En algunas realizaciones, los

anticuerpos anti-M-CSF humanos se producen mediante la inmunizacién
de un animal transgénico no humanoc, por ejemplo, un roedor, cuyo
genoma comprende genes de inmunoglobulina humana de modo que el
roedor produce anticuerpos humanos.

[0128] Un anticuerpo anti-M-CSF de la invencién puede comprender
una cadena liviana kappa humana o una cadena liviana lambda humana o
una secuencia de aminodcidos derivada de la misma. En algunas
realizaciones gue comprenden una cadena liviana kappa, el dominio
variable de la cadena liviana (V,) es codificado en parte por un gen
V012, VL2, VL5, V,A27 o V,B3 humanoc y un gen J,1, J,2, J.3, o J.4.
En realizaciones particulares de la invencién, el dominio variable
de la cadena liviana es codificado por el gen V, 012/Jx3, V, L2/Jk3,
Vi L5/Jk3, V,L5/Jx4, V,A27/ Jxé4 o V.B3/Jxl.

[01289] En algunas realizaciones, el V., del anticuerpo anti-M-CSF
comprende una o mas substituciones de aminodcidos con relacidn a la
secuencia de aminodcidos de 1la linea germinal. En algunas

realizaciones, el V, del anticuerpo anti-M-CSF comprende 1, 2, 3, 4,
5 6, 7, 8, 9 &6 10 substituciones de aminoacidos con relacidén a la
secuencia de aminodcidos de la 1linea germinal. En algunas
realizaciones, una o mids de las substituciones de la linea germinal
Se encuentran en las regiones CDR de la cadena liviana. En algunas
realizaciones, las substituciones de aminodcidos con relacién a la
linea germinal se encuentran en una © mis posiciones iguales como
las substituciones con relacién a la linea germinal en cualquiera o
varios de los V, de los anticuerpos 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3,
1.120.1, 9.14.41I, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-
Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CC4,
9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-
CG4, 8.10.3FGl & 9.14.4Gl. Por ejemplo, el V, del anticuerpo anti-M-
CSF puede contener una o© mas substituciones de aminodcidos en
comparacidén con la linea germinal como las encontradas en el V, del



anticuerpo 88, y otras substituciones de aminodcidos en comparacién
con la linea germinal encontradas en el V, del anticuerpo 252, gue
utiliza el mismo gen Vy que el anticuerpo 88. En algunas
realizaciones, los cambics de aminoicidos se encuentran en una © mas
posiciones iguales, pero implican una mutacién diferente a aquella
encontrada en el anticuerpo de referencia.

[0130] En algunas realizaciones, los cambios de amino&cidos con
relacidén a la linea germinal se encuentran en una o mis posiciones
iguales como los cambios en cualquiera de los V, de los anticuerpos
252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4I, B8.10.3F, 9.7.2IF,
9.14.4, 8.10.3, 5.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-
CG2, 9.7.2-CG2, 5.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 5.14.4-CG4, 9.14 .4 -3er,
9.7.2-S5er, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FGl & 9.14.4Gl, perc los
cambios pueden representar substituciones con aminodcidos
congervativos en tal posicidén (tales posiciones) en relacién con el
aminodcido en el anticuerpo de referencia. Por ejemplo, si una
posicidén particular en uno de estos anticuerpos se cambia en
relacién a la linea germinal y es glutamato, puede substituirse por
aspartato en esta posicidén. Similarmente, si una substitucién de
aminoadcido en comparacién con la linea germinal es serina, puede
substituirse la serina por treonina en aquella posicién.
Substituciones con aminodcidos conservativos se discuten supra.

[0131] En algunas realizaciones, la cadena liviana del anticuerpo
anti-M-CSF humano comprende la misma secuencia de aminodcidos como
la secuencia de aminodcidos del V., del anticuerpo 252 (SEQ ID NO: 4),
88 (SEQ ID NO: 8), 100 (SEQ ID NO: 12}, 3.8.3 (SEQ ID NO: 16), 2.7.3
(SEQ ID NO: 20), 1.120.1 (SEQ ID NC: 24), 9.14.4I (SEQ ID NO: 28),
8.10.3F (SEQ ID NO: 32), 9.7.2IF (SEQ ID NO: 36), 9.14.4 (SEQ ID NO:
28), 8.10.3 (SEQ ID NO: 44}, 9.7.2 (SEQ ID NO: 48), 9.7.2C-Ser (SEQ
ID NO: 52}, 9.14.4C-Ser (SEQ ID NO: 56), 8.10.3C-Ser (SEQ 1ID
NO: 60), 8.10.3-CG2 (SEQ ID NO: 60), 9.7.2-CG2 (SEQ ID NO: 52},
9.7.2-CG4 (SEQ ID NO: 52), 9.14.4-CG2 (SEQ ID NO: 56}, 9.14.4-CG4
(SEQ ID NO: 56), 9.14.4-Ser (SEQ ID NO: 28B), 9.7.2-Ser (SEQ ID NO:
48), 8.10.3-8Ser (SEQ ID NO: 44), 8.10.3-CG4 (SEQ ID NO: 60),
8.10.3FG1l (SEQ ID NO: 32) & 9.14.4G1 (SEQ ID NO: 28), & dicha
secuencia de aminoa&cidos tiene hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 & 10
substituciones con amino&cidos conserxrvativos y/o un total de hasta 3
substituciones con amincidcidos no conservativos. En algunasg
realizaciones, la cadena liviana comprende la secuencia de
aminodcidos desde el comienzo de la CDR1 hasta el final de la CDR3
de cualquiera de los anticuerpos precedentes.

[0132] En algunas realizaciones, la cadena liviana del anticuerpo
anti-M-CSF comprende al menos la CDR1, CDRZ o CDR3 de la cadena
liviana de una secuencia de linea germinal o anticuerpo descrito en
ésta. En otra realizacién, la cadena liviana puede comprender
regiones CDR1, CDR2 o) CDR3 de un anticuerpo seleccicnado
independientemente entre 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1,
9.14.471, 8.10.3F, 9.7.21IF, 9.14.4, 8.10.3, ©.7.2, 9.7.2C-8er,
9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CCG4, 9.14.4-
CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-5er, 9.7.2-8er, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4,
B.10.3FGl & 5.14.4G1, & regiones CDR que tienen menos de 4 o menos
de 3 substituciones con aminodcidos conservativos y/o un total de
tres © menos substituciones con aminocdcidos no conservativos. En
otras realizaciones, la cadena liviana del anticuerpo anti-M-CSF
comprende la CDR1, CDR2Z o CDR3 de 1la cadena 1liviana, siendo
seleccionada cada una de las mismas independientemente entre las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de un anticuerpo que tiene una regién
variable de cadena liviana gue comprende la secuencia de aminoacidos
de la regién V, seleccionada entre SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24,
28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 6 60, & codificada por una molécula de
acido nucleico que codifica la regidn V, seleccionada entre SEQ ID

-

NOS: 3, 7, 11, 27, 31, 35, 43 6 47. La cadena liviana del anticuerpo



anti-M-CSF puede comprender las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de un
anticuerpo que comprende la secuencia de aminodcidos de la regidn V,
seleccionada entre 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.471,
8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser,
8.10.3C-Ser, B.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-
CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, B.10.3FGlL &
9.14.4G1 & SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52,
56 & 60.

[0133] En algunas realizaciones, la cadena liviana comprende las
regicones CDR1, CDR2 y CDR3 del anticuerpo 252, 88, 100, 3.8.3,
2.7.3, 1.120.1, 9.14.4I, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2,
9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-
CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-8er, 8.10.3-Ser,
8.10.3-CG4, B.10.3FGl 6 9.14.4Gl1, & dichas regiones CDR tienen cada
una menos de 4 o menos de 3 substitucicones con  aminoacidos
conservativos y/o un total de tres o menos substituciones con
amincdcidos no conservativos.

[0134] Con respecto a la cadena pesada, en algunas realizaciocnes,
la regién wvariable de la secuencia de aminodcidos de la cadena
pesada es codificada en parte por un gen Vy3-11, Vu3-23, Vy3-7, Vyl-
18, Vy3-33, Vy43-48 humanoe y un gen Jg4, Ju6, Judb, & Ju6b. En una
realizacién particular de la invencién, la regién variable de la
cadena pesada es codificada por el gen Vy3-11/Dy7-27/J46, Vy3-7/Du6-
13/Jdy4, Vu3-23/Dyl-26/J44, Vu3-11/Dy7-27/Jy4, V43-33/Dyl-26/Ty4, Vyl-
18/Dyd-23/J44, Vy3-11/Dy7-27/J44D, Vy3-48/Dyl-26/Jy4b, Vy3-11/Dy6-
13/J,46b, Vu3-11/Dy7-27/J4db, Vg3-48/Dyl-6/Jydb, & Vy3-11/Dy6-13/J46b. En
algunas realizaciones, la Vy del anticuerpo anti-M-CSF contiene una o

mas substituciones, deleciones o) inserciones {adiciones} de
aminocdcidos en relacidén con la secuencia de aminocdcidos de la linea
germinal. En algunas realizaciones, el dominio wvariable de la

cadena pesada comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17 & 18 mutaciones de la secuencia de aminocidcidos de 1la
linea germinal. En algunas realizaciones, la mutacidén {las
mutaciones) son substituciones no conservativas en comparacién con
la secuencia de aminodcidos de 1la linea germinal. En algunas
realizaciones, las mutaciones se encuentran en las regiones CDR de
la cadena pesada. En algunas realizaciones, los cambios de
aminodcidos se efectfian en una o mds posiciones iguales como las
mutaciones con respecto a la linea germinal en cualqguiera o varias
de las Vy de los anticuerpos 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1,
9.14 .47, 8.10.3F, 9.7.21IF, 9.14.4, B.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser,
9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-0G2, 9.7.2-CC4, 9.14.4-
CGz2, 9.14.4-CG4, 95.14.4-Ser, 5.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4,
8.10.3FGl & 9.14.4G1. En otras realizaciones, 1los cambios de
aminodcidos se efectlan en una o mds de las mismas posiciones, pero
implican una mutacién diferente de aquella en el anticuerpo de
referencia.

[0135] En algunas realizaciones, la cadena pesada comprende una
secuencia de aminodcidos del dominioc variable (Vy} del anticuerpo 252
(SEQ ID NO: 2), 88 (SEQ ID NO: 6}, 100 (SEQ ID NO: 10}, 3.8.3 (SEQ
ID NO: 14), 2.7.3 (SEQ. ID NO: 18), 1.120.1 (SEQ. ID NO: 22),
9.14.47 (SEQ ID NO: 26), 8.10.3F (SEQ ID NO: 30), 9.7.2IF {SEQ ID
NO: 34), 9.14.4 (SEQ ID NO: 38), 8.10.3 (SEQ ID NO: 30), 9.7.2 (SEQ
ID NO: 46), 5.7.2C-Ser (SEQ ID NO: 50), 9.14.4C-Ser (SEQ ID NO: 54),
8.10.3C-Ser (SEQ ID NO: 58}, 8.10.3-CG2 (SEQ ID NO: 62), 9.7.2-CG2
{SEQ ID NO: 66), 9.7.2-CG4 (SEQ ID NO: 70}, 9.14.4-CG2 (SEQ ID NO:
74), 9.14.4-CG4 (SEQ ID NO: 78), 9.14.4-Ser (SEQ ID NO: 82}, 9.7.2-
Ser (SEQ ID NO: 86), B.1l0.3-Ser (SEQ ID NO: 90}, 8.10.3-CG4 (SEQ ID
NO: 94), 8.10.3FGl (SEQ ID NO: 98) & 9.14.4G1 (SEQ ID NO: 102), b
dicha secuencia de aminodcidos tiene hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9
& 10 substituciones con aminocdcidos conservativos y/o un total de
hasta 3 substituciones con amino&cideos no conservativeos. En algunas



realizaciones, la cadena pesada comprende la secuencia de
aminodcidos desde el comienzo de la CDR1 hasta el final de la CDR3
de cualquiera de los anticuerpos precedentes.

[0136] En algunas realizaciones, la cadena pesada comprende las
regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada del anticuerpo 252,
88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4I, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4,
8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-8Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2,
9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-5%er,
8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FGL & 9.14.4¢G1, & dichas regiones CDR
tienen cada una menos de 8, menos de 6, menos de 4 o menos de 3
substituciones con aminodcidos conservativos y/o un total de tres o
menos substituciones con aminocdcidos no conservativos.

[0137] En algunas realizaciones, la cadena pesada comprende una
CDR3 de linea germinal © anticuerpo, gsegin lo  descrito
precedentemente, de una secuencia de anticuerpo como descrita en
ésta, y puede comprender también las regiones CDR1 y CDR2 de una
secuencia de linea germinal, o puede comprender una CDR1 y CDR2 de
una secuencia de anticuerpo, cada una de las cuales es seleccionada
independientemente de un anticuerpc que comprende una cadena pesada
de un anticuerpo seleccionado entre 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3,
1.120.1, 9.14.4T, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-
Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4,
9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-
CG4, B.10.3FGl & 9.14.4G1. En otra realizacidén, la cadena pesada
comprende una CDR3 de una secuencia de anticuerpo como descrita en
ésta, y también puede comprender las regiones CDR1 y CDR2, cada una
de las cuales es seleccionada independientemente de una regién CDR1
y CDR2 de una regién variable de cadena pesada que comprende una
secuencia de aminocédcidos de la regién V, seleccionada entre SEQ ID
NOS: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 46, 50, 54, 58, 62, 66,
70, 74, 78, 82, 86, 90, %4, 98 & 102, & codificada por una secuencia
de &cidos nucleicos que codifica la regién Vy seleccionada entre SEQ
ID NOS: 1, 5, 9, 25, 29, 33, 37, 45, 97 & 101. En otra realizacién,
el anticuerpo comprende una cadena liviana como  expuesta
precedentemente y una cadena pesada como expuesta precedentemente.
[0138] Un tipo de substitucién de aminocdcidos que puede
efectuarse es cambiar una o mds cisteinas en el anticuerpo, gque
pueden ser quimicamente reactivas, por otro residuo, tal como, sin
limitacidn, alanina o serina. En una realizacidén, se efectdia una
substitucién de una cisteina no candénica. La substitucién puede
efectuarse en una regidén framework de un dominio variable o en el
dominioc constante de un anticuerpo. En otra realizacién, la cisteina
€S una regidén no canénica del anticuerpo.

[0139] Otro tipo de substitucién de aminodcidos que puede
efectuarse consiste en remover cualquier sitio proteolitico
potencial en el anticuerpo, particularmente aguellos sitios que se
encuentran en una regién CDR o framework de un dominioc variable o en
el dominic constante de un anticuerpo. La substitucién de residuos
de cisteina y la eliminacién de sitios proteoliticos puede disminuir
el riesgo de cualquier heterogeneidad en el producto de anticuerpo y
aumentar de este modo su homogeneidad. Otro tipo de substitucién de
aminodcidos consiste en la eliminacién de pares de asparagina-
glicina, que forman sitios potenciales de deamidacién, modificando
uno o ambos residuos.

[0140] En algunas realizaciones, la lisina C-terminal de la cadena
pesada del anticuerpo anti-M-CSF de la invencién no estd presente
(Lewis D.A., et al., Anal. Chem, 66(5): 585-95 (1994)). En varias

realizaciones de la invencién, las cadenas pesada y liviana de los
anticuerpos anti-M-CSF pueden incluir opcionalmente una secuencia
sefial .

[0141] En un aspecto, la invencidén se refiere a anticuerpos
monoclonales anti-M-CSF humanos y a las lineas celulares producidas



por ingenieria genética para producirlos. La Tabla 1 enumera 1os
identificadores de secuencia (SEQ ID NOS) de los Acidos nucleicos
que codifican la regidn variable de las cadenas pesada y liviana y
las secuencias de aminodcidos previstas para los anticuerpos
monoclonales: 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14 .47,
8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, B8.10.3 y 9.7.2. Los anticuerpos variantes
adicionales 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-
G2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14 .4-Ser, 9.7.2-Ser,
8.10.3-8er, 8.10.3-CG4 8.10.3FGlL & 9.14.4G1 pueden producirse
mediante métodos conocidos por los entendidos en el arte.
Tabla 1

ANTICUERPOS ANTI-M-CSF HUMANOS

IDENTIFICADOR DE SECUENCIAS
(3EQ ID NOS:)
MAD Longitud complgtg
Pesado Liviano
DNA Protein DNA Protein

a a
252 1 2 3 4
88 5 6 7 8
100 9 10 11 12
3.8.3 14 16
2.7.3 18 20
1.120.1 22 24
9.14.41 25 26 27 28
5.14.4 37 38 27 28
5.14.4C-Serxr 54 56
9.14.4-CG2 74 56
9.14.4-CG4 78 56
9.14.4-8er 82 27 28
9.14.4-G1 101 102 27 28
8.10.3F 29 30 31 32
8.10.3 29 30 43 44
8.10.3C-8er 58 60
B.10.3-CG2 62 60
8.10.3-Ser g0 43 44
8.10.3-CG4 g4 60
B.10.3FG1 97 98 31 32
9.7.21IF 33 34 35 36
9.7.2 45 46 a7 48
9.7.2C-8er 50 52
9.7.2-CG2 66 52
9.7.2-CG4 70 52
9.7.2-Ser 86 47 48

Clase y subclase de anticuerpos anti-M-CSF

{0142] La clase y subclase de anticuerpos anti-M-CSF puede
determinarse mediante cualgquier método c¢onocido en el arte. En
general, la c¢lase y subclase de un anticuerpo puede determinarse
usando anticuerpos especificos para una ‘clase y subclase particular
del anticuerpo. Tales anticuerpos estdn comercialmente disponibles.
La clase Yy subclase pueden  determinarse mediante ELISA,
transferencia de Western, como asi también otras técnicas.
Alternativamente, la clase y subclase puede determinarse mediante la
secuenciacién del total o de una porcién de los dominios constantes
de las cadenas pesadas y/o livianas de los anticuerpos, comparando
sus secuencias de aminocAcidos con las secuencias de aminoAcidos
conocidas de varias clases y subclases de inmunoglobulinas, vy
determinando la clase y subclase de los anticuerpos.

[0143] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-M-CSF es un
anticuerpo monoclonal. E1 anticuerpo anti-M-CS8F puede ser una




molécula IgG, IgM, IgE, IgA o IgD. En realizaciones preferidas, el
anticuerpo anti-M-CSF es una subclase de IgGl, IgG2, IgG3 & IgG4.
En otras realizaciones preferidas, el anticuerpo pertenece a la
subclase IgG2 o IgG4. En otra realizacidén preferida, el anticuerpo
pertenece a la subclase IgGLl.

Selectividad para especies y moléculas

[0144] En otro aspecto de la invencién, los anticuerpos anti-M-CSF
muestran ambas, selectividad para especies y selectividad molecular.
En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-M-CSF se liga a M-CSF
humano, de mono cynomologus y de ratén. Siguiendo las ensefianzas de
la memoria descriptiva, puede dJdeterminarse la selectividad para
especies del anticuerpo anti-M-CSF usando métodos bien conocidos en
el arte. Por ejemplo, puede determinarse la selectividad para
especies usando transferencia de Western, FACS, ELISA, RIA, un
ensayo de proliferacién celular o un ensayo de ligadura al receptor
de M-CSF. En una realizacidén preferida, puede determinarse la
selectividad para especies usando un ensayo de proliferacién celular
o ELISA.

[0145] En otra realizacidn, el anticuerpo anti-M-CSF tiene una
selectividad para M-CSF que es al menos 100 veces mayor que su
selectividad para GM-/G-CSF. En algunas realizaciones, el

anticuerpo anti-M-CSF no exhibe ninguna ligadura especifica
apreciable con otra proteina cualguiera distinta a M-CS8F. Puede
determinarse la selectividad del anticuerpo anti-M-CSF para M-CSF
usando métodos bien conocidos en el arte, siguiendo las ensefianzas
de la memoria descriptiva. Por ejemplo, puede determinarse la
selectividad usando transferencia de Western, FACS, ELISA o RIA.

Identificacidén de epitopes de M-CSF reconocidos por anticuerpos
anti-M-CSF

[014¢] La invencién provee un anticuerpo meonoclonal anti-M-CSF
humano que se liga a M-CSF y compite con, compite en forma cruzada
con y/o se liga al mismo epitope y/o se liga a M-CSF con la misma K,
como {a) un anticuerpo seleccionado entre 252, 88, 100, 3.8.3,
2.7.3, 1.120.1, 9.14.41I, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2,
9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-0C32, 9.7.2-CG2, 9.7.2-
CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 5.7.2-Ser, 8.10.3-8er,
8.10.3-CG4, 8.10.3FGl & 9.14.4G1; (b) un anticuerpo que comprende
una regidn variable de la cadena pesada que tiene una secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 46,
50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98 & 102; (¢) un
anticuerpo que comprende una regién variable de la cadena liviana
que tiene una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16,
20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 6 60; (d) un anticuerpo qgue
comprende ambas, una regidén variable de la cadena pesada come la
definida en (b) y una regidén variable de la cadena liviana como la
definida en (c¢).

[0147] Puede determinarse si un anticuerpo se liga al mismo
epitope, compite para ligarse con, compite en forma cruzada para
ligarse con ¢ tiene la misma K, come una anticuerpo anti-M-CSF usando
métodos conocidos en el arte. En una realizacién, se permite que el
anticuerpo anti-M-CSF de 1la invencién se ligue a M-CSF bajo
condiciones de saturacién y luego se mide la capacidad del
anticuerpo de ensayo para ligarse a M-CSF. Si el anticuerpo de
ensayo es capaz de ligarse a M-CSF simultdneamente con el anticuerpo
anti-M-CSF, entonces el anticuerpo de ensayo se liga a un epitope
diferente gque el anticuerpo anti-M-CSF. Sin embarge, si el
anticuerpo de ensayo no es capaz de ligarse a M-CSF simultaneamente,
entonces el anticuerpo de ensayo se liga al mismo epitope, a un
epitope solapado o a un epitope que se encuentra muy cerca del
epitope ligado por el anticuerpo anti-M-CSF humano. Este experimento




puede realizarse wusando ELISA, RIA o FACS. En una realizacidén
preferida, el experimento se realiza usando BIACORE™.

Afinidad de ligadura de anticuerpos anti-M-CSF dirigidos a M-CSF
[0148] En algunas realizaciones de la invencién, los anticuerpos
anti-M-CSF se ligan a M-CSF con elevada afinidad. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-M-CSF se liga con M-CSF con una K
de 1 x 107 M o menor. En otras realizaciones preferidas, el
anticuerpo se liga a M-CSF con una Ky de 1 x10* M, 1 x 10° M, 1 x 10"
M, 1 x10M™M, 1 x 10 M o menor. En ciertas realizaciones, la Kp
es de 1 pM a 500 pM. En otras realizaciones, la K, se encuentra
entre 500 pM y 1 [OM. En otras realizaciones, la K; se encuentra
entre 1 UM y 100 nM. En otras realizaciones, la K, se encuentra entre
100 mM y 10 nM. En una realizacidén aln méds preferida, el anticuerpo
ge liga a M-CSF con substancialmente la misma K, como un anticuerpo
seleccionado entre 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.47,
8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser,
8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-
CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-8Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, B8.10.3FGlL &
9.14.4G1. En otra realizacién preferida, el anticuerpo se liga a M-
CSF con substancialmente la misma K, como un anticuerpo que comprende
una CDR2 de una cadena liviana y/o una CDR3 de una cadena pesada de
un anticuerpo seleccionado entre 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3,
1.120.1, 9.14.4I, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-
Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4,
9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, B8.10.3-Ser, 8.10.3-
CG4, 8.10.3FGl & 9.14.4G1. En aln otra realizacién preferida, el
anticuerpc se liga a M-CSF con substancialmente la misma K, como un
anticuerpo que comprende una regidn variable de la cadena pesada que
tiene una secuencia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 2, 6, 10, 14, 18,
22, 26, 30, 34, 38, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 178, 82, 86, 90,
94, 98 6 102, o que comprende una regidén variable de cadena liviana
que tiene una secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16,
20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 & 60. En otra realizacién
preferida, el anticuerpo se liga a M-CSF con substancialmente la
misma K, como un anticuerpo que comprende una CDR2, y puede
comprender opcionalmente una CDR1 y/o CDR3, de una regién variable
de la cadena liviana que tiene una secuencia de aminoicidos de 1la
regién VvV, de SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52,
56 6 60, & gque comprende una CDR3, y puede comprender opcionalmente
una CDR1 y/o CDR2, de una regién variable de cadena liviana que
tiene una secuencia de aminoicidos de la regidén Vy de SEQ ID NO: 2,
6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74,
78, 82, 86, 90, %4, 98 § 102.

[0149] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-M-CSF tiene
una baja velocidad de disociacién. En algunas realizaciones, el
anticuerpo anti-M-CSF tiene una ko de 2,0 x 10* ¢! © menor. En
otras realizaciones preferidas, el anticuerpo se liga a M-CSF con
una kere de 2,0 x 107° o una ko de 2,0 x 10° 8! o menor. En algunas
realizaciones, la kg es substancialmente la misma como la de un
anticuerpo descrito en ésta, tal como un anticuerpo seleccionado
entre 254, 88, 160, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14 .41, 8.10.3F,
9.7.2IF, S5.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, B8.10.3C-
Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CGz2, 9.14.4-CG4,
9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, B.10.3-Ser, B8.10.3-CG4, 8.10.3FGl & 9.14.4G1.
En algunas realizaciones, el anticuerpo se 1liga a M-CSF con
substancialmente la misma k. como un anticuerpo que comprende (a)
una CDR3, y puede comprender opcionalmente una CDR1 y/o CDR2, de una
cadena pesada de un anticuerpo seleccionadc entre 252, 88, 100,
3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4I, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3,
9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2,
9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-




Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 6 9.14.4G1l; o (b) una CDR2, y puede
comprender opcionalmente una CDR1 y/o CDR3, de una cadena liviana de
un anticuerpo seleccionado entre 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3,
1.120.1, 9.14.4I, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-
Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4,
9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-
CG4, 8.10.3FGl & 9.14.4G1. En algunas realizaciones, el anticuerpo
se liga con M-CSF con substancialmente la misma kg como un
anticuerpo que comprende una regidén variable de la cadena pesada que
tiene una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2, 6, 10, 14, 18,
22, 26, 30, 34, 3B, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90,
94, 98 6 102; o que comprende una regidén variable de cadena liviana
que tiene una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16,
20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 & 6&0. En otra realizacidn
preferida, el anticuerpoc se liga a M-CSF con substancialmente la
misma ke como un anticuerpe que comprende una CDR2, Yy puede
comprender opcicnalmente una CDR1 y/o CDR3, de una regidén variable
de la cadena liviana que tiene una secuencia de aminocdcidos de SEQ
ID NO: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 & 60; & una
CDR3, y puede comprender opcionalmente una CDRL y/¢ CDR2, de una
regidén variable de la cadena pesada que tiene una secuencia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 234, 38, 486,
50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98 5 102.

[0150] La afinidad de ligadura y la velocidad de discciacidn de
una anticuerpo anti-M-CSF con un M-CSF pueden determinarse mediante
métodos conocidos por el arte. La afinidad de ligadura puede medirse
mediante ensayos competitivos ELISAs, RIAs, resonancia en la
superficie de un plasmén (N. del T.: plasmén = una placa metdlica
delgada que se recubre con la sustancia a determinar) {(por ejemplo,
usando la tecnologia BIACORE™). La velocidad de disociacién puede
medirge mediante rescnancia en la superficie de un plasmén (surface
plasmon resonance). Preferentemente, la afinidad de 1ligadura y la
velocidad de disociacién se miden mediante resonancia en la
superficie de un plasmén. M&s preferentemente, la afinidad de
ligadura y la velocidad de disociacién se miden usando la tecnologia
BIACORE™, El Ejemplo VI ejemplifica un método para determinar
constantes de afinidad de anticuerpos monoclonales anti-M-CSF
mediante tecnologia BIACORE™.

Inhibicién de la actividad M-CSF mediante un anticuerpo anti-M-CSF

Inhibicidén de la ligadura de M-CSF a c-fms

[0151] En otra realizacidn, la invencién provee un anticuerpo
anti-M-CSF que inhibe la ligadura de un M-CSF al receptor c-fms y
bloquea o previene la activacién de c-fms. En una realizacién

preferida, el M-CSF es un humano. En otra realizacién preferida, el
anticuerpo anti-M-CSF es un anticuerpo humano. La ICs;, puede medirse
mediante ELISA, RIA y ensayos basados en cé&lulas tales comoc un
ensayo de proliferacién celular, un ensayo de cambio de forma de
monocitos de la sangre o un ensayo de inhibicién de ligadura al
receptor. En una realizacién, el anticuerpo o una porcidn del mismo
inhibe la proliferacién celular con una ICs, no mayor de 8,0 x 1077 M,
preferentemente no mayor de 3 x 107 M, o mds preferentemente no
mayor de 8 x 10° M, segin lo medido mediante un ensayo de
proliferacién celular. En otra realizacidénm, la IC;, medida mediante
un ensayo de cambio de forma de monocitos no es mayor de 2 x 10°° M,
preferentemente nc mayor de 9,0 x 1077 M, o mis preferentemente no
mayor de 9 x 10™® M. En otra realizacién preferida, la IC; medida por
un ensayo de ligadura al receptor no es mayor de 2 x 10° M,
preferentemente no mayor de 8,0 x 107 M, o mis preferentemente no
mayor de 7,0 x 10°® M. Los ejemplos III, IV y V ejemplifican varios
tipos de ensayos.



[0152] En otro aspecto, los anticuerpos anti-M-CSF de la invencidn
inhiben la proliferacién celular de monocitos/macréfagos en
respuesta a un M-CSF en al menos 20%, mis preferentemente 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% & 100% en comparacidn
con la proliferacidn celular en la ausencia del anticuerpo.

Métodos para producir anticuerpos y lineas celulares que producen
anticuerposg

Inmunizacidn

[0153] En algunas realizacicnes, los anticuerpos humanos se
producen wediante la inmunizacidén de un animal no humanc que
comprende en su genoma algunos o todos los loci de la cadena pesada
y cadena liviana de la inmunoglobulina humana con un antigeno M-CSF.
En una realizacién preferida, el animal no humano es una animal
XENOMOUSE™ {Abgenix Inc., Fremont, CA). Otro animal no humano que
puede usarse es un ratdén transgénico producido por Medarex (Medarex,
Inc., Princeton, NJ).

[0154] Los ratones XENOMOUSE™ son cepas de ratén producidas por
ingenieria genética que comprenden grandes fragmentos de loci de
cadenas pesadas y cadenas livianas de la inmunoglobulina humana y
son deficientes para la produccién de anticuerpos de ratén. Vea, por
ejemplo, Green et al., Nature Genetics 7:13-21 (1994) y Patentes
U.S. 5.916.771, 5.939.598, 5.885.615, 5.9898.209, €.075.181,
€.091.001, 6.114.598, 6.130.364, 6.162.963 vy 6.150.584. Vea también
WO 91/10741, WO 94/02602, WO 96/34096, WO 96/33735, WO 98/16654,
WO 98/24893, WO 98/50433, WO 99/45031, WO 99/53049, WO 00/09560 y WO
00/037504.

[0155] En otro aspecto, la invencidn provee un método para
fabricar anticuerpos anti-M-CSF a partir de animales no ratén, no
humanos mediante la inmunizacién de animales transgénicos no humanos
que comprenden loci de inmunoglobulina humana con un antigeno M-CSF.
Tales animales pueden producirse usando los métodos descritos en los
documentos arriba citados. Los métodos revelados en estos documentos
pueden ser modificados segin lo descrito en la Patente U.S.
5.954.619. La patente U.S. 5.994.619 describe métodos para producir
nuevasg células y lineas celulares de masa celular interior (CICM)
cultivadas, derivadas de cerdos y vacas, y células CICM transgénicas
en las cuales ha sido insertado DNA heterdéloge. Las células CICM
transgénicas pueden usarse para producir embriones, fetos y progenie
transgénicos clonados. La patente ‘619 también describe los métodos
para producir animales transgénicos capaces de transmitir el DNA
heterdlogo a su progenie. En realizaciones preferidas, los animales
no humanos son ratas, ovejas, cerdos, cabras, ganado vacuno o©
caballos.

[0156] Los ratones XENOMOUSE™ producen un repertoric de
anticuerpos completamente humanos similares a los de humanos adultos
Y generan anticuerpos humanos antigeno-especificos. En algunas

realizaciones, los ratones XENOMOUSE™ contienen aproximadamente 80%
del repertorio de genes V del anticuerpo humano, mediante la
introduccidén de fragmentos del cromosoma artificial de levadura
(YAC) con configuracidén de la linea germinal del tamafic megabase de
los loci de cadena pesada humana y los loci de cadena liviana kappa.
En otras realizaciones, los ratones XENOMOUSE™ contienen ademas
aproximadamente todo el locus de 1la cadena liviana lambda. Vea
Mendez et al., Nature Genetics 15:146-156 (1997), Green vy
Jakobovits, J. Exp. Med. 188:483-495 (1998), y WO 98/24893, cuyas
revelaciones estan incorporadas en ésta por referencia.

[0157] En algunas realizaciones, 1los animales no humanos gque
comprenden dgenes de inmunoglobulina humana son animales que tienen
un  “minilocus” de inmunoglobulina humana. En el enfoque de

minilocus, se mimetiza un locus de Ig exégena mediante la inclusién
de genes individuales del locus de la Ig. De este modo, unoc o mas
genes Vg, uno o mas genes Dy, uno o mis genes Jy, un dominio constante



mu y un segundo dominio constante (preferentemente un dominio
constante gamma} son conformados en una construccién para 1la
insercidén en un animal. Este enfoque se describe, inter alia, en
las Patentes U.S. Nos. 5.545.807, 5.545.806, 5.569.825, 5.625.126,
5.633.425, 5.661.016, 5.770.429%9, 5.789.650, ©5.814.318, 5.591.669,
5.612.205, 5.721.367, 5.789.215 y 5.643.763, incorporadas en é&sta
por referencia.

[0158] En otro aspecto, la invencidén provee un mnétodo para
fabricar anticuerpos anti-M-CSF humanizados. En algunas
realizaciones, animales no humanos se inmunizan con un antigenc M-
CSF, segln lo descrito mé&s abajo, bajo condicicnes que permiten la
produccidén de anticuerpos. Las células que producen anticuerpos se
aislan de 1los animales, se fusionan c¢on mielomas para producir
hibridomas, y se aislan &cidos nucleicos que codifican las cadenas
pesada y liviana de un anticuerpo anti-M-CSF de interés.
Subsecuentemente, estos &cidos nucleicos se producen mediante
ingenieria genética usando técnicas conocidas por los entendidos en
el arte y descritas mas abajo, con el fin de reducir la cantidad de
secuencias no humanas, es decir, para humanizar el anticuerpo con el
fin de reducir la respuesta inmune en humanos.

[0159] En algunas realizaciones, el antigeno M-CSF es un M-CSF
aislado y/o purificadoc. En una realizacién preferida, el antigeno M-
CSF es un M-CSF humano. En algunas realizaciones, el antigeno M-CSF
es un fragmento de M-CSF. En algunas realizaciones, el fragmento M-
CSF es el dominic extracelular de M-CSF. En algunas realizaciones,
el fragmento M-CSF comprende al menos un epitope de M-CSF. En otras
realizaciones, el antigeno M-CSF es una c¢é&lula que expresa o
sobreexpresa M-C8F o un fragmente inmunogénico del misme sobre su
superficie. En algunas realizaciones, el antigeno M-CSF es una
proteina de fusidén de M-CSF. El M-CSF puede ser purificado a partir
de fuentes naturales usandc  técnicas conocidas. El M-CSF
recombinante estid disponible comercialmente.

[0160] La inmunizacién de animales puede efectuarse mediante
cualquier métodc conocido en el arte. Vea, por ejemplo, Harlow vy
Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor
Press, 1990. Métodos para inmunizar animales no humanos tales como
ratones, ratas, ovejas, cabras, cerdos, ganado vacuno y caballos szon
bien conocidos en el arte. Vea, por ejemplo, Harlow y Lane, supra, Yy
Patente U.S. 5.994.619%. En una realizacidn preferida, el antigeno M-
CSF se administra con un adyuvante para estimular la respuesta
inmune. Adyuvantes tipicos incluyen al adyuvante de Freund
completo ¢ incompleto, RIBI (didéptidos de muramilo} o ISCOM
(complejos inmuncestimulantes). Tales adyuvantes pueden proteger al
polipéptido de una dispersién rdpida, secuestrandolc en un depdsito
local, © pueden contener substancia gque estimulan al hospedante para
segregar factores que son quimictacticos para macréfagos y otres
componentes del sistema inmune. Preferentemente, cuando se
administra un polipéptido, el plan de inmunizacién implicard dos o
mds administraciones del polipéptido repartidas en varias semanas.
El Ejemplo I ejemplifica un método para producir anticuerpos
monoclonales anti-M-CS8F en ratones XENOMOUSE™.

Produccién de anticuerpos y lineas celulares gue  producen
anticuerpos

[0161] Después de la inmunizacién de un animal con un antigeno M-
C8F, pueden obtenerse del animal anticuerpos vy/o células que
producen anticuerpos. En algunas realizaciones, se obtiene del
animal un suerc que contiene el anticuerpo anti-M-CSF desgangrando o
sacrificande al animal. El1 suero puede usarse tal como se obtiene
del animal, puede obtenerse una fraccidén de inmunoglobulina del
mismo o pueden purificarse anticuerpos anti-M-CSF del suero.

[0162] En algunas realizaciones, se preparan lineas celulares
inmortalizadas que producen anticuerpos a partir de células aisladas



del animal inmunizado. Después de 1la inmunizacién, el animal se
sacrifica y se inmortalizan células B del nodo linfatico y/o bazo.
Los métodos para inmortalizar células incluyen, pero no estén
limitados a, transfectar las células con oncogenes, infectarlas con
un virug oncogénice, cultivarlas bajo condiciones selectivas para
c&lulas inmortalizadas, someterlas a compuestos carcinogénicos o
mutantes, fusionarlas con una cé&lula inmortalizada, por ejemplo, una
¢célula de mieloma, e inactivar un gen supresor de tumores. Vea, por
ejemplo, Harlow y Lane, supra. Cuando se usa fusidn con células de
mieloma, las células de wmieloma preferentemente no segregan
polipéptidos de inmunoglobulina {una linea celular no secretoria).
Las células inmortalizadas se rastrean usando M-CSF, una porcién del
misme © una célula que expresa M-CSF. En una realizacién preferida,
la seleccidn inicial se realiza usando un inmunoensayo ligado a
enzima (ELISA} ¢ un radicinmunoensayo. Un ejemploc de rastreoc con
ELISA ge provee en WO 00/37504, incorporado en ésta por referencia.
[0163] Las células gque producen anticuerpos anti-M-CSF, por
ejemplo, hibridomas, son seleccionadas, c¢lonadas vy rastreadas
adicionalmente para obtener caracteristicas deseables, incluyendo
crecimiento robusto, elevada produccién de anticuerpos ¥
caracteristicas deseables del anticuerpo, segin lo discutideo mas
abajo. Los hibridomas pueden expanderse in vivo en animales
singénicos, en animales que carecen de un sistema inmune, por
ejemplo, ratones desnudos, © en un cultivo celular in vitro.
Métodos de seleccidn, clonacidn y expansidén de hibridomas son bien
conocidos por los entendidos en el arte.

[0164] En una realizacidén preferida, el animal inmunizado es un
animal no humano que expresa genes de inmunoglobulina humana, y las
células B del bazo se fusionan con una linea celular de mieloma de
la misma especie del animal no humano. En una realizacidén mas
preferida, el animal inmunizado es un animal XENOMOUSE y la linea
celular del mieloma es un mieloma de ratdn no secretorio. En una
realizacidén aln més preferida, la linea celular del mieloma es P3-
X63-AG8-653., Vea, por ejemplo, Ejemplo I.

[0165] Por lo tanto, en una realizacidn, la invencidn provee
métodos para producir una linea celular que produce un anticuerpo
monoclonal humano o un fragmento del mismo dirigido a M-CSF, métodos
gue comprenden {a) inmunizar wun animal transgénico no humanc
descrito en ésta con M-CSF, una porcidén de M-CSF o una cé&lula o
tejido que expresa M-CSF; (b) esperar que el animal transgénico
fenga una respuesta inmune a M-CSF; (¢} aislar linfocitos B de un
animal transgénico; (d} inmortalizar los linfocitos B; (e) crear
poblaciones moncclonales individuales de los linfocitos B
inmortalizados; y (f} rastrear los linfocitos B inmortalizados para
identificar un anticuerpo dirigido a M-CSF.

[0168] En otro aspecto, la invenciédn provee hibridomas gque
producen un anticuerpo anti-M-CSF humano. En una realizacidn
preferida, los hibridomas son hibridomas de ratdm, segln lo descrito
anteriormente. En otras realizaciones, los hibridomas se producen en
una especie no humana, no ratdn, tales como ratas, ovejas, cerdos,
cabras, vacunos o caballos. En otra realizacidn, los hibridomas son
hibridomas humanos.

[0167] En otra realizacidén preferida, se inmuniza un animal
transgénico con M-CSF, se aislan células primarias, por ejemplo,
células del bazo o de sangre periférica del animal transgénico
inmunizade y se identifican cé&lulas individuales gque producen
anticuerpos especificos para el antigeno deseado. De cada célula
individual se aisla wWRNA poliadenilado y se realiza reaccidén en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) con transcripcidén inversa, usando
cebadores sentido ¢que hibridan con secuencias de la regidén variable,
por ejemplo, cebadores degenerados que reconcocen la mayoria o todas
las regiones FR1 de genes del dominio variable de cadena pesada vy



liviana humana, v cebadores antisentido gue hibridan con secuencias
de regidén constante o flangueante. Luego, <cDNAs de las regiones
variables de cadena pesada y liviana se clonan y se expresan en
cualquier célula hospedante adecuada, por ejemplo, una célula de
mieloma, como anticuerpos quiméricos con regicones constantes de la
inmunoglobulina respectiva, tales como la cadena pesada y dominios
constantes x & A. Vea Babcook, J.S8. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 93:7843-4B, 1996, incorporados en ésta por referencia. Luego,
los anticuerpos anti-M-CSF pueden identificarse y aislarse segin lo
descrito en ésta.

[0168] En otra realizacidn, pueden usarse técnicas de exhibicién
en fagos para proveer bibliotecas gQue contienen un repertorio de
anticuerpos con afinidades wvariadas para M-CSF. Para la produccién

de tales repertorios, no es necesario inmortalizar las células B del
animal inmunizado. M&s bien, las células B primarias pueden usarse
directamente como fuente de DNA. La mezcla de c¢DNAs obtenida a
partir de cé&lulas B, por ejemplo, derivada de bazos, se usa para
preparar una biblicteca de expresidn, por ejemplo, una biblioteca de
exhibicién en fagos transfectada en E. coli. Las células
resultantes se ensayan por inmunoreactividad a M-CSF. Las técnicas
para la identificacidén de anticuerpos humanos de alta afinidad a
partir de tales bibliotecas se describen en Griffiths et al., EMBO
J., 13:3245-3260 (1994); Nissim et al., ibid, pp. 692-698 vy por
Griffiths et al., ibid, 12:725-734. Finalmente, se identifican
clones de la biblioteca que producen afinidades de ligadura de una
magnitud deseada para el antigeno y se recupera el DNA que codifica
el producto responsable para tal ligadura, DNA que se manipula para
expresgidn recombinante estandar. También  pueden construirse
bibliotecas de exhibicidén en fagos usando secuencias nucleotidicas
previamente manipuladas vy  rastreadas de un  modo similar.
Generalmente, los c¢DNAs que codifican cadenas pesadas y livianas se
proveen en forma independiente o ligados para formar andlogos del
gen Fv para la produccidén en la biblicteca de fagos.

[0169] Luego, la biblioteca de fagos se rastrea por 1los
anticuerpos con las afinidades mayores para M-CSF y se recupera el
material genético del clon apropiado. Ciclos adicicnales de rastreo
pueden aumentar la afinidad del anticuerpo criginal aislado.

[0170] En otro aspecto, la invencidn provee hibridomas que
producen un anticuerpo anti-M-CS8F humanc. BEn una realizacidn
preferida, los hibridomas son hibridomas de ratdn, seglin lo descrito
anteriormente. En otras realizaciones, los hibridomas se producen en
una especie no humana, no ratdn, tales como ratas, ovejas, cerdos,
cabras, vacunos © caballos. En otra realizacidn, los hibridomas son
hibridomas humanos.

Acidos nucleicos, vectores, células hospedantes v métodos
recombinantes para fabricar anticuerpos

Acidos nucleicos

[0171] La presente invencién también comprende moléculas de Acido
nucleico que codifican anticuerpos anti-M-CSF. En algunas
realizaciones, diferentes moléculas de &cido nucleico codifican una
cadena pesada y una cadena liviana de una inmunoglobulina anti-M-
CSF. En otras realizaciones, la misma molécula de &cido nucleico
codifica una cadena pesada y una cadena liviana de una
inmunoglobulina anti-M-CSF. En una realizacidn, el &cido nucleico
codifica un anticuerpo anti-M-CSF de la invencidn.

[0172] En algunas realizaciones, la molécula de Acido nucleico
que codifica el dominio variable de la cadena liviana comprende un
gen V. L5, 012, L2, B3, A27 humano y un gen Jxl, Jk2, Jx3 o Jk4.
[0173] En algunas realizaciones, la molécula de &cidc nucleico



que codifica la cadena liviana codifica una secuencia de aminodcidos
que comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 & 10 mutaciones de 1la
gecuencia de aminclcidos de la 1inea germinal. En algunas
realizaciones, la molécula de acido nucleico comprende una secuencia
nucleotidica que codifica una secuencia de aminocacidos V, que
comprende 1, 2, 3, 4, &5, &, 7, 8, 9% & 10 substitucicnes con
aminoacidos conservativos y/o 1, 2 o} 3 substituciones no
conservativas en comparacién con la secuencia de la linea germinal.
Las substituciones pueden encontrarse en las regiones CDR, 1las
regiones framework o en el dominio constante.

[0174] En algunas realizaciones, la molécula de &cide nucleico
codifica una secuencia de amincécidos V., que comprende una o més
variantes en comparacidén con la secuencia de la linea germinal que
son idénticas a las varilaciones encontradas en la V, de uno de los
anticuerpos 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4I, 8.10.3F,
9.7.21IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-
Ser, B.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4,
9.14.4-Ser, 9.7.2-8er, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FGl & 9.14.4G1.
[0175] En algunas realizaciones, la molécula de Aacido nucleico
codifica al menos tres mutaciones de aminodcidos en c¢omparacidn con
la secuencia de la linea germinal encontrada en la V, de uno de los
anticuerpos 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4, 8.10.3, o
5.7.2,

[0176] En algunas realizaciones, la molécula de &cido nucleico
comprende una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia de
aminodcidos V, del anticuerpo monoclonal 252 (SEQ ID NO: 4), 88 (SEQ
ID NO: 8), 100 (SEQ ID NO: 12), 3.8.3 (SEQ ID NOG: 16), 2.7.3 (SEQ ID
NO: 20}, 1.120.1 (SEQ ID NO: 24), 9.14.4I (SEQ ID NO: 28), 8.10.3F
(SEQ ID NO: 32), 9.7.2IF (SEQ ID NO: 36), 9.14.4 (SEQ ID NO: 28),
8.10.3 (SEQ ID NO: 44), 9.7.2 {SEQ ID NO: 48), 9.7.2C-Ser (SEQ ID
NO: 52}, 9.14.4C-Ser (SEQ ID NO: 56}, 8.10.3C-Ser (SEQ ID NO: &0),
8.10.3-CG2 (SEQ ID NO: 60), 9.7.2-CG2 (SEQ ID NO: 52}, 9.7.2-CG4
(SEQ ID NO: 52), 9.14.4-CG2 (SEQ ID NO: 56}, 9.14.4-CG4 (SEQ ID NO:
56), 9.14.4-Sexr {(SEQ ID NC: 28), 9.7.2-Ser (SEQ ID NO: 48}, 8.10.3-
Ser (SEQ ID NO: 44), 8.10.3-CG4 (SEQ ID NO: 60), 8.10.3FG1l (SEQ 1D
NO: 32} & 9.14.4G1l (SEQ ID NO: 28), o una porciédn del mismo. En
algunas realizaciones, dicha porcidn comprende al menos la regidn
CDR2. En algunas realizaciones, el &cido nucleico codifica la
secuencia de aminoacidos de las CDRs de la cadena liviana de dicho
anticuerpo. En algunas realizaciones, dicha porcién es una porcidén
contingua que comprende CDR1-CDR3.

[0177] En algunas realizaciones, la molécula de &cido nucleico
comprende una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia de
aminodcidos de cadena liviana de una de SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 18,
20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 O 60. En algunas realizaciones
preferidas, la molécula de Aacido nucleico comprende la secuencia
nucleotidica de la cadena liviana de SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 27, 31,
35, 43 § 47, o una porcidn de la misma.

[0178] En algunas realizaciones, la molécula de &acido nucleico
codifica una secuencia de aminocdcidos V, que es al menos 70%, 75%,
80%, B5%, 90%, 95%, 97%, 98B% & 99% idéntica a una sgecuencia de
aminoacidos V., mostrada en la Figura 1 o a una secuencia de
aminocdcidos V, de cualquiera de los anticuerpos 252, 88, 100, 3.8.3,
2.7.3, 1.120.1, 9.14.4T, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.1l4.4, 8.10.3, 9.7.2,
9.7.2C-8er, 9.14.4(C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-
CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-5er,
8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 & 9.14.4G1l, © a una secuencia de aminodcidos
de cualquiera de SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44,
48, 52, 56 & 60. Las moléculas de &cido nucleico de la invencidn
incluyen &cidos nucleicos gue hibridan bajo condiciones altamante
exigentes, tales como agquellas descritas precedentemente, c¢on una
secuencia de Aacido nucleico que codifica la secuencia de aminodcidos



de cadena liviana de SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36,
44, 48, 52, 56 6 60 O que tiene la secuencia de &cido nucleico de la
cadena liviana de SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 27, 31, 35, 43 & 47.

[0179] En otra realizacidn, el &acido nucleico codifica una cadena
liviana de longitud completa de un anticuerpo seleccionado entre
252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4TI, 8.10.3F, 9.7.2IF,
9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-
cG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser,
9.7.2-%er, B8.10.3-8Ser, 8.10.3-CG4, B.10.3FGl1 & 9.14.4G1l, o una
cadena liviana gue comprende la secuencia de aminodcidos de SEQ ID
NGS: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 & 60 y una
regién constante de una cadena liviana, o una cadena liviana que
comprende una mutacidn. Ademas, el acido nucleico puede comprender
la secuencia nucleotidica de cadena liviana de SEQ ID NCS: 3, 7, 11,
27, 31, 35, 43 & 47 y la secuencia nucleotidica que codifica una
regién constante de una cadena liviana, ¢ una molécula de &cido
nucleico gue codifica una cadena liviana que comprende una mutacidn.
[0180] En otra realizacidn preferida, la molécula de A&cido
nucleico codifica el dominio variable de la cadena pesada (Vy) que
comprende una secuencia del gen Vy 1-18, 3-33, 3-11, 3-23, 3-48 & 3-7
humano o una secuencia derivada del mismoc. En varias realizaciones,
la molécula de acido nucleico comprende un gen Vi 1-18 humano, un gen
Dy4-23 humano y un gen Jz4 humano; un gen Vy 3-33 humano, un gen Dyl-
26 humano y un gen Jy4 humano; un gen Vy 3-11 humano, un gen Dg7-27
humano y un gen Jy4 humano; un gen Vy 3-11 humano, un gen Dy 7-27
humano y un gen Jz6 humano; un gen Vy 3-23 humano, un gen Dyl-26
humano y un gen Jy4 humano; un gen Vy 3-7 humano, un gen Dy6-13 humano
Yy un gen Jy4 humano; un gen Vy3-11 humano, un gen Dy7-27 humano, y un
gen Jy4b humano; un gen Vyz3-48 humanc, un gen Dpl-26 humano, y un gen
Jydb humano; un gen Vy3-11 humano, un gen Dyp6-13 humano, y un gen Jyéb
humano, © una secuencia derivada de los genes humanos.

[(0181] En algunas realizaciones, la molécula de &cido nucleico
codifica una secuencia de amindcidos que comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9%, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 & 18 mutaciones en
comparacidén con la secuencia de aminodcidos de la linea germinal de
loes genes V, D o J humancs. En algunas realizaciones, dichas

mutaciones se encuentran en la regidn Vy. En algunas realizaciocnes,
dichas mutaciones se encuentran en las regiones CDR.
[0182] En algunas realizaciones, la molécula de &acido nucleico

codifica una o m&s mutaclones de aminodcidos en comparacidén con la
secuencia de la linea germinal que son idénticas a mutacicnes de
aminoadcidos encontradas en la Vy del anticuerpo monoclonal 252, 88,
100, 3.8.3, 2.7.3, 1.1206.1, 19.14.4I, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4,
8.10.3, 8.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-8er, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2,
9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser,
8.10.3-8er, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 o) 9.14.4G1. En algunas
realizaciones, el &cido nucleico codifica al menos tres mutaciones
de aminodcidos en comparacién con 1las secuencias de 1la linea
germinal que son idénticas a al menos tres mutaciones de aminoicidos
encontradas en uno de los anticuerpos monoclonales arriba
enumerados.

[0183] En algunas realizaciones, la mclécula de &cido nucleico
comprende una secuencia nucleotidica que codifica al menos una
porcién de la secuencia de aminodcidos Vy del anticuerpo 252 (SEQ ID
NO: 4), 88 (SEQ ID NO: 8), 100 (SEQ ID NO: 12), 3.8.3 (SEQ ID NO:
16), 2.7.3 (SEQ ID NO: 20), 1.120.1 (SEQ ID NO: 24), 9.14.4T (SEQ ID
NO: 28), 8.10.3F (SEQ ID NO: 32), 9.7.2IF (SEQ ID NO: 36), 9.14.4
(SEQ ID NO: 28), 8.10.3 (SEQ 1D NO: 44}, 9.7.2 (SEQ ID NO: 48},
9.7.2C-Ser (SEQ ID NO: 52), 9.14.4C-Ser (SEQ ID NO: 56), 8.10.3C-Ser
{(SEQ ID NO: 60}, 8.10.3-CG2 (8EQ ID NO: 60), 9.7.2-CG2 (SEQ ID NO:
52}, 9.7.2-CG4 (SEQ ID NO: 52), 9.14.4-CG2 (SEQ ID NO: 56), 9.14.4-
CG4 (SEQ ID NC: 56), 9.14.4-Ser (SEQ ID NO: 28}, 9.7.2-8er (SEQ ID



NO: 48), 8.10.3-Ser {SEQ ID NO: 44), B.10.3-CG4 (SEQ ID NO: 60),
8.10.3FGl (SEQR ID NO: 32) & 9.14.4G1 {(SEQ ID NC: 28), ¢ dicha
secuencia que tiene mutaciones de amincadcidos conservatives y/o un
total de tres © menos substituciones con aminodcidos no
conservativos. En varias realizaciones, la secuencia codifica una o
mas regicnes (DR, preferentemente una regidén CDR3, todas las tres
regiones CDR, una porcidn contigua incluyendo CDR1-CDR3 o la regidn
Vy entera.

[0184] En algunas realizaciones, la molécula de &cido nucleico
comprende una secuencia nucleotidica de cadena pesada que codifica
la gecuencia de aminocdcidos de una de SEQ ID NOS: 2, &, 10, 14, 18,
22, 26, 30, 34, 38, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 8&, 90,
94, 98 & 102. En algunas realizaciones preferidas, la molécula de
dcido nucleico comprende al menos una porcién de la secuencia
nucleotidica de cadena pesada de SEQ ID NO: 1, 5, 9, 25, 29, 33, 37,
45, 97 & 101. En algunas realizaciones, dicha porcién codifica la
regién Vy, una regidén CDR3, todas las tres regiones CDR, © una regidn
contigua que incluye CDR1-CDR3.

[0185] En algunas realizaciones, la molécula de &Acido nucleico
codifica una secuencia de aminodcidos Vy que es al menos 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% & 99% idéntica a las secuencias de
aminodcidos Vy mostradas en la Figura 4 & a una secuencia de
aminodcidos de cualquiera de las SEQ ID NOS: 2, 6, 10, 14, 18, 22,
26, 30, 34, 38, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94,
98 & 102. Las moléculas de &cido nucleico de la invencidn incluyen
Gcidos nucleicos gue hibridan bajo condiciones altamante exigentes,
tales comeo adgquellas descritas precedentemente, c¢on una secuencia
nucleotidica que codifica la secuencia de aminocdcidos de cadena
pesada de SEQ ID NOS: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 3B, 46, 50,
54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, B2, 86, 90, 54, 98 6 102, o que tiene la
secuencia nucleotidica de SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 25, 29, 33, 37, 45,
97 & 101.

[0186] En otra realizacidén, el &cido nucleico codifica una cadena
pesada de longitud completa de un anticuerpo seleccionado entre 252,
88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, ©.14.4I, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4,
8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.1l4.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2,
9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser,
8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FGl & 9.14.4Gl, o una cadena pesada
que tiene la secuencia de aminodcides de SEQ ID NOS: 2, 6, 10, 14,
18, 22, 26, 30, 34, 38, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86,
90, 94, 98 & 102 y una regidn constante de una cadena pesada, ¢ una
cadena pesada que comprende una mutacién. Ademés, el dcido nucleico
puede comprender la secuencia nuclectidica de cadena pesada de SEQ
ID NOS: 1, 5, 9, 25, 29, 33, 37, 45, 97 O 101 y una secuencia
nucleotidica que codifica una regidn constante de una cadena
liviana, o una molécula de &cide nucleico que codifica una cadena
pesada que comprende una mutacidn.

[0187] Una molécula de &cido nucleico que codifica la cadena
pesada o cadena liviana entera de un anticuerpo anti-M-CSF o
porciones de la misma puede aislarse de cualquier fuente que produce
tal anticuerpc. En varias realizaciones, las wmoléculas de Acido
nucleico se aislan de una <¢élula B aislada de un animal inmunizado
con M-CSF o de una célula inmortalizada derivada de una célula B tal
que expresa un anticuerpo anti-M-CSF. Métodos para aislar mRNA que
codifica un anticuerpo son bien conocidos por el arte. Vea, por
ejemplo, Sambrook et al. El1 mRNA puede usarse para producir cDNA a
ser utilizado en la reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR) o en
la clonacidén con cDNA de genes del anticuerpo. En una realizacidn
preferida, la molécula de &cido nucleico se aisla de un hibridoma
gue tiene come uno de sus compafieroz de fusidn una c&lula de un
animal transgénico no humanc que produce una inmunoglobulina humana.
En wuna realizacién atn wmés preferida, la c¢élula gue produce



inmunoglobulina humana se aisla de un animal XENOMOUSE . En otra
realizacidén, la célula que produce inmunoglobulina humana es de un
animal transgénico no humano, no ratdn, segin lo descrito

precedentemente. En otra realizacidn, el acido nucleico se aisla de
un animal no transgénico, no humano. Las moléculas de &cido nucleico
aisladas de un animal no humano, no transgénico pueden usgarse, por
ejemplo, para anticuerpos humanizados.

[0188] En algunas realizaciones, un &cido nucleico que codifica
una cadena pesada de un anticuerpo anti-M-CSF de la invencidn puede
comprender una secuencia nucleotidica que codifica un dominio Vy de
la invencidén unido en el marco de lectura c¢on una secuencia
nucleoctidica que codifica un dominio constante de cadena pesada de
cualgquier fuente. Similarmente, una wmolécula de Acido nucleico que
codifica una cadena liviana de un anticuerpo anti-M-CSF de la
invencién puede comprender una secuencia nucleotidica que codifica
un dominio V, de la invencidn unida en el marco de lectura con una
secuencia nucleotidica que codifica un dominio constante de cadena
liviana de cualguier fuente.

[0189] En un aspecto adicional de la invencidn, las molé&culas de
dcido nucleice que codifican el dominio variable de las c¢adenas
pesadas (Vy) vy/o 1livianas (Vy) se ‘“convierten” en genes del

anticuerpo de longitud completa. En una realizacidén, las moléculas .

de acide nucleico que ceodifican los dominios Vy o V, se convierten en
genes del anticuerpc de longitud completa mediante la insercidn en
un vector de expresidn gue ya codifica dominios constantes de cadena
pesada (Cy) o dominios constantes de <cadena liviana @ (C),
respectivamente, de modo que el segmento Vy se liga operativamente al
segmento (a los segmentos) Cy dentro del vector, v el segmento V., se
liga operativamente al segmento ¢, dentrc del vector. En otra
realizacidn, moléculas de acido nucleico que codifican los dominios
Vy y/0 V. se convierten en genes del anticuerpo de longitud completa,
enlazando, por ejemple, ligando, una molécula de &cido nucleico que
codifica dominios Vy y/o V. con una molécula de &cido nucleico que
codifica un dominio Cy y/o C., usando técnicas estindar de biologia
molecular. El arte conoce secuencias de &cido nucleico de genes del
dominio constante de cadenas pesadas Y livianas de la
inmuncglobulina humana. Vea, por ejemplo, Kabat et al., Seguences
of Proteins of Immunological Interest, 5° Ed., NIH Publ. No. 91-
3242, 1991. Luego, moléculas de &acido nucleico que codifican las
cadenas pesadas vy/o livianas de 1longitud completa pueden ser
expresadas por una célula en la cual han sido introducidas y el
anticuerpo anti-M-CSF puede ser aiglado.

{0150] Las moléculas de &cido nucleico pueden usarse para
expresar recombinantemente grandes cantidades de anticuerpos anti-M-
CSF. Las moléculas de Acido nucleico también pueden usarse para
producir anticuerpos quiméricoes, anticuerpos biespecificos,
anticuerpos de cadena simple, inmuncadhesinas, diacuerpos,
anticuerpos mutados y derivados de anticuerpos, segin lo descrito
mds abajo. Si las moléculas de &cido nucleico se derivan de un
animal no humano, no transgénico, las moléculas de &cido nucleico
pueden usarse para la humanizacién de anticuerpos, también seglin lo
descrito mis abajo.

[0191] En otra realizacidn, se usa una molécula de 4cido nucleico
de la invencidén como sonda o cebador PCR para una secuencia
especifica del anticuerpo. Por ejemplo, el &cido nucleico puede
usarse como sonda en métodos diagndsticos o como cebador PCR para
amplificar regiones de DNA que pueden ser usados, inter alia, para
aislar moléculas de &cido nucleico adicionales gque codifican
dominics variables de anticuerpos anti-M-CSF. En algunas
realizaciones, las moléculas de &cido nucleico son oligonucledtidos.
En algunas realizaciones, los oligonucleétidos pertenecen a regiones
altamente variables de las cadenas pesadas y livianas del anticuexpo
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de interés. En algunas realizaciones, los oligonucledtidos codifican
el total o una parte de una o mé&s de las CDRs del anticuerpo 252,
88, 100, 3.8.3, 2.7.3 o6 1.120.1 o wvariantes del mismo descritas en
ésta.

Vectores

[0152] La invencidén provee vectores gque comprenden meléculas de
dcido nucleico que codifican la cadena pesada de un anticuerpo anti-
M-CSF de la invencién o una porcidn que liga antigeno del mismo. La
invencién también provee vectores cue comprenden moléculas de Acido
nucleico que codifican la cadena liviana de tales anticuerpos o
porcidn que liga antigeno de los mismos. La invencidn provee ademis
vectores gque comprenden mcléculas de &cido nucleico que codifican

proteinas de  fusidn, anticuerpos modificados, fragmentos de
anticuerpos y sondas de los mismos.
[0193] En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-M-CSF o las

porciones que ligan antigeno de la invencidn se expresan insertando
DNAs que codifican cadenas livianas y pesadas de longitud parcial o
completa, obtenidos segin lo descrito precedentemente, en wvectores
de expresidén, de modo que los genes se ligan operativamente con
secuencias de control de expresidn necesarias tales como secuencias
de control de transcripcidn y traduccidn. Los vectores de expresidn
incluyen pléasmidos, retrovirus, adenovirus, virus adeno-asociados
{AAV), virus de plantas tales como virus del mosaico de coliflor,
virus del mosaico de tabaco, c¢Osmidos, YACs, episomas derivados de
EBV y similares. El gen del anticuerpo es ligado dentrc de un vector
de modo que secuencias de control de transcripcién y traduccién
dentro del vector pueden ejercer su funcidén de regular la
transcripcecidn y traduccién del gen del anticuerpo. El1 wvector de
expresién y las secuencias de control de expresidén se eligen de mcdo
que sean compatibles c¢on la ¢élula hospedante usada para la
expresidn. El gen de la cadena liviana del anticuerpo y el gen de la
cadena ©pesada del anticuerpo pueden insertarse en vectores
separados. En una realizacidn preferida, ambos genes se insertan en
el mismo vector de expresidn. lLos genes del anticuerpo se insertan
en el vector de expresidén mediante métodos esténdar (por ejemplo,
ligadura de sitios de restriccidn complementarios en el fragmento
génico del anticuerpo y el vector, o ligadura con formacidn de
extremos romos sSi no existen sitios de restriccidn).

[0194] Un vector conveniente es un vector gque codifica una
secuencia €y o € funcionalmente completa de la inmunoglobulina
humana, con sitios de restriccidn apropiados construidos por métodos
de ingenieria genética de modo que cualquier secuencia Vy o V., puede
ser ingsertada ¥ expresada facilmente, segin lo descrito
precedentemente. En tales vectores, el corte y empalme se produce
usualmente entre el sitio dador de corte y empalme en la regidn J
insertada y el sitioc aceptor de corte y empalme gque precede el
dominio C humano, y también se produce en las regiones de corte y
empalme que existen dentro de los exones del €y humano. La
peliadenilacidén y terminaciédn de la transcripcién se producen en
sitios cromosomales nativos corriente abajo de 1las regiones de
codificacidn. El wvector de expresién reccombinante también puede
codificar un péptido sefilal que facilita la secrecidén de la cadena
del anticuerpo por una célula hospedante. El gen de la cadena del
anticuerpc puede ser clonado en el vector de modo que el péptido
sefial sea ligado en el marco de lectura con el terminal amino de la
cadena de inmunogleobulina. El péptido sefial puede ser un péptido
seflal de inmunoglobulina o un péptido seflal heterdlogo (es decir, un
péptido sefial de una proteina que no sea una inmunoglobulina).

[0185] Ademé&s de los genes de la cadena del anticuerpe, 1los
vectores de expresién recombinantes de la invencidén llevan
secuencias regulatorias gue controlan la expresidén de los genes de
la cadena del anticuerpo en una célula hospedante. Serid apreciado



por los entendidos en el arte que el disefio del vector de expresién,
incluyendo la seleccidn de secuencias regulatoriag, puede depender
de factores tales como la eleccidén de la célula hospedante a ser
transformada, el nivel de expresidén deseado de la proteina, etc.
Secuencias regulatorias preferidas para la expresién en c¢élulas
hospedantes mamiferas incluyen elementos virales que dirigen altos
niveles de expresidén de proteina en cé&lulas mamiferas, tales como
promotores vy/o intensificadores derivados de secuencias largas
terminales repetidas (LTRs) de retrovirus, citomegalovirus (CMV)
(tal como el promotor/intensificador de CMV), Virus Simian 40 (8V40)

(tal como el promotor/intensificador de SvV40, adenovirus, (por
ejemplo, el promotor principal tardio de adencovirus (adenovirus
major late promoter = AdMLP)), polioma y promotores fuertes de

mamiferos tales como promotores de inmunoglobulina natural vy actina.
Para una descripcidn adicional de elementos regulatorios virales y
secuencias de los mismos vea, por ejemplo, las Patentes U.S. Nos.
5.168.062, 4.510.245 vy 4.968.615. Los métodos para expresar
anticuerpos en plantas, incluyendo una descripcidén de promotores y
vectores, como asi también los métodos para la  transformacidn de
plantas son conocidos por el arte. Vea, por ejemplo, la Patente U.S.
6.517.529, incorporada en é&sta por referencia. Los wmétodos para
expresar polipéptidos en células bacterianas o cé&lulas fingicas, por
ejemplo, células de 1levadura, también son bien conocides por el
arte.

[0196] Ademéds de genes de cadenas de anticuerpos y de secuencias
regulatorias, los vectores de expresién recombinantes de la
invencién pueden llevar secuencias adicionales, tales como
secuencias gque regulan la replicacidén del vector en células
hospedantes (per ejemplo, origenes de replicacidn) Yy genes

marcadores de seleccidédn. El gen marcadcor de seleccidn facilita 1la
seleccién de las células hospedantes en las cuales se introdujo el
vector {(vea, por ejemplo, Patentes U.S. Nos. 4.399.216, 4.634.665 y
5.179.017). Por ejemplo, tipicamente el gen marcador de seleccidn
confiere resistencia a drogas, tales como G418, higromicina o
metotrexato, en una c¢élula hospedante en la cual se introdujo el
vector. Genes marcadores de seleccidn preferidos incluyen el gen
dihidrofolato reductasa (DHFR) (a ser usado en células hospedantes
dhfr con seleccién/amplificacién de metotrexato), el gen de
resistencia a neomicina (para la seleccién de G418) vy el gen
glutamato sintetasa.

Células hospedantes no hibridoma y métodos recombinantes para
producir proteinas

[0197] Moléculas de &acido nucleico que codifican anticuerpos
anti-M-CS8F y vectores gque comprenden estas moléculas de Aacido
nucleico pueden usarse para la transfecciédn de una célula hospedante
mamifera, wvegetal, bacteriana o de levadura adecuada. La
transformacién puede realizarse mediante cualquier método conocido
para introducir pelinucledtides en una c<¢é&lula hospedante. Métodos
para la introduccidén de polinucledtidos heterdlogos en células
mamiferas son bien conocidos por el arte e incluyen transfeccién
mediada por dextranc, precipitacidén con fosfato de calcio,
transfeccién mediada por polibreno, fusién de pretoplasto,
electroporacidn, encapsulacidén del (de 1leos) polinucledtido(s) en
liposomas, y microinyeccién directa del DNA en niicleos. Ademas,
moléculas de &cido nucleico pueden introducirse en células mamiferas
mediante vectores virales. Métodos para la transformacidén de células
son bien conocidos por el arte. Vea, por ejemplo, Patentes U.S. Nos.
4.399.216, 4.912.040, 4.740.461 v 4.959.455 {patentes que =on
incorporadas en ésta por referencia). Métodos de transformacién de
células vegetales son bien conocidos por el arte, incluyendo, por
ejemple, transformacién wmwediada por agrobacterium, transformacién
biolistica, inyeccidén directa, electroporacidén y transformacidén



viral. Métodos para transformar c¢é&lulas bacterianas y de levadura
también son bien conocides por el arte.

[0158] Lineas celulares mamiferas disponibles como hospedantes
para la expresidén son bien conocidas por el arte e incluyen muchas
lineas celulares inmortalizadas disponibles en la coleccién American
Type Culture Collection (ATCC). Estas lineas celulares incluyen,
inter alia, células del ovario del hamster c¢hino (Chinese hamster
ovary (CHO) cells), cé&lulas NSO, células SP2, células Hela, células
de rifidn de la cria de hamster (baby hamster kidney (BHK) cells),
células de rifiébn de mono verde africano (COS), célulag del carcinoma
hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2), células A549 y un nimero

de otras lineas celulares. Lineas <celulares de preferencia
particular se seleccicnan determinando aquellas lineag celulares que
tienen elevados niveles de expresién. Otras lineas celulares que

pueden usarse son lineas celulares de insectos, tales como células
Sf9. Cuando se introducen vectores de expresién recombinantes gque
codifican genes de anticuerpos en células hospedantes mamiferas, los
anticuerpos son producidos cultivando las células hospedantes
durante un periocdo de tiempo suficiente para permitir la expresidn
del anticuerpo en las células hospedantes o, mas preferentemente,
mediante la secrecidén del anticuerpo en el medio del cultive en el
cual se cultivan las células hospedantes. Los anticuerpos pueden
recuperarse del medio de cultivo usando métodos estandar para la
purificacidén de proteinas. Cé&lulas vegetales hospedantes incluyen,
por ejemplo, Nicotiana, Arabidopsis, lenteja de agua (duckweed),
maiz, trigo, papa, ete¢. Células hospedantes bacterianas incluyen las

especies E. coli y Streptomyces. Células hospedantes de levadura
incluyen Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae vy
Pichia pastoris.

[0199] Ademés, la expresidn de anticuerpos de la invencién (u

otros grupos funcionales de los mismos) de lineas celulares de
produccién puede intensificarse wusando varias técnicas conocidas.
Por ejemplo, el sistema de expregidén de genes con glutamina
sintetasa (el sistema G8) es un enfogue comin para aumentar la
expresidn bajo ciertas condiciones. El sistema GS se discute total o
parcialmente en conexidén con las Patentes Europeas Nos. 0 216 846, 0
256 055 y 0 323 997 y 1la Solicitud de Patente Europea No.
89303564 .4.

{0200} Es posible que anticuerpos expresados por diferentes
lineas celulares o en animales transgénicos tendran  una
glicosilacién diferente entre si. Sin embargo, todos los anticuerpos
codificados por las moléculas de &cido nucleico provistas en ésta, o
que comprenden las secuencias de aminocdcidos provistas en ésta,
forman parte de la presente invencién, independientemente del estado
de glicosilacién o estructura o modificacidn de los anticuexpos.
Animales y plantas transgénicos

[(0201] Los anticuerpos anti-M-CSF de la invencidén también pueden
producirse transgénicamente mediante la generacidén de un mamifero o©
planta que es transgénico para las secuencias de cadena pesada vy
liviana de 1la inmunoglobulina de interés vy la produccién del
anticuerpo en una forma recuperable del mismo. En conexidn con la
produccién transgénica en mamiferos, anticuerpos anti-M-CSF pueden
producirse en, y recuperarse de, la leche de cabras, vacas u otros
mamiferos. Vea, por ejemplo, Patentes U.S. Nosg. 5.827.690,
5.756.687, 5.750.172 y 5.741.957. En algunas realizaciones,
animales no humanos transgénicos que comprenden loci de
inmunoglobulina humana se inmunizan con M-CSF o una porcidn
inmunogénica del mismo, segln lo descrito precedentemente. Métodos
para producir anticuerpos en plantas, levaduras u hongos/algas se
describen, por ejemplo, en las patentes US 6.046.037 y US 5.959.177.
[0202] En algunas realizaciones, animales no humanos transgénicos
o plantas son producidos mediante la introduccidn de unoc o© mas



moléculas de acido nucleico que codifican el anticuerpc anti-M-CSF
de la invencidn en el animal o planta mediante técnicasg transgénicas
esténdar. Vea Hogan y la Patente de Estados Unidos 6.417.429,
supra. Las células transgénicas usadas para hacer el animal
transgénico pueden ser células madre embriénicas o células
somaticas. Los organismos transgénicos no humanos pueden ser
quiméricos, heterocigotas no quiméricos y homocigotas no quiméricos.
Vea, por ejemplo, Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo: A
Laboratory Manual 2™ ed., Cold Spring Harbor Press (1999); Jackson et

al., Mouse Genetics and Transgenics: A Practical Approach, Oxford
University Press (2000}; y Pinkert, Transgenic Animal Technology: A
Laboratory Handbook, Academic Press {1999) . En algunas

realizaciones, los animales transgénicos no humanos tienen una
ruptura dirigida y reemplazo mediante una construccidn dirigida a un
objetivo que codifica una cadena pesada y/o una cadena liviana de
interés. En una realizacidén preferida, los animales transgénicos
comprenden y expresan moléculas de &cido nucleico que codifican
cadenas pesadas y livianas que se ligan especificamente a M-CSF,
preferentemente M-CSF humano. En algunas realizaciones, los animales
transgénicos comprenden moléculas de &cido nucleico que codifican un
anticuerpo modificado tal como un anticuerpo de cadena simple, un
anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado. Los anticuerpos
anti-M-CSF pueden fabricarse en cualquier animal transgénico. En una
realizacién preferida, los animales no humanos son ratones, ratas,

ovejas, cerdos, cabras, ganado vacuno ¢ caballos. Los animales
transgénicos no humanos expresan dichos polipéptidos codificados en
sangre, leche, orina, saliva, lagrimas, moco y otros fluidos
corporales.

Bibliotecas de exhibicién en fagos

[0203] La invencidén provee un método para producir un anticuerpo

anti-M-CSF o una porcidn que liga antigeno del mismo que comprende
las etapas de sintetizar una biblioteca de anticuerpos humanos en
fagos, rastrear la biblicteca con M-CSF o una porcién del mismo,
aislar el fago que liga M-CSF y obtener el anticuerpo del fago. A
modo de ejemplo, un método para preparar la Dbiblicteca de
anticuerpos para uso en técnicas de exhibicién en fagos comprende
las etapas de inmunizar un animal no humano que contiene loci de
inmunoglobulina humana con M-CSF ¢ una porcidn antigénica del mismo
para crear una respuesta inmune, extraer células que producen
anticuerpos del animal inmunizado; aislar de las c¢élulas extraidas
RNA, someter el RNA a transcripcidn inversa para producir cDNA,
amplificar el cDNA usando un cebador, e ingertar el c¢DNA en un
vector de exhibicidn en fagos, de modo gque los anticuerpos sean

expresados en 21 fago. De este modo pueden obtenerse anticuerpos
anti-M-CSF recombinantes de la invencién.

f0204] Los anticuerpos recombinantes anti-M-CSF de la invencidn
pueden aislarse rastreando una biblioteca combinatoria de
anticuerpos recombinantes. Preferentemente, la biblicteca es una
biblicteca que exhibe en fagos scFv, generada usando cDNAs de Vi, y Vg
humanos preparados a partir de wRNA aislade de c¢élulas B. Las

metodologias para preparar y rastrear tales bibliotecas son
conocidos por el arte. Equipos para generar bibliotecas gque exhiben
en fagos estan comercialmente disponibles (por ejemplo, el sistema
de anticuerpos recombinantes en tagos Pharmacia {Pharmacia
Recombinant Phage Antibody System), nimero de catélogo 27-9400-01; vy
el equipo de exhibicién en fagos Stratagene SurfZAP', numerc de

catalcgo 240612). También existen otros métodos y reactivos que
pueden usarse para generar Yy rastrear bibliotecas que exhiben
anticuerpos {vea, per ejemplo, Patente U.S. No. 5.223.409;

Publicacién PCT Nos. WO 92/18619, WO 91/17271, WO 92/20791, WO
92/15679, WO 93/01288, WO 92/01047, WO 92/09690; Fuchs et al.,
Bio/Technology 9:1370-1372 (1991); Hay et al., Hum. Antibod.



Hybridomas 3:B1-8% (1992); Huse et al., Science 246:1275-1281
(1989); McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990}); Griffiths et
al., EMBO J. 12:725-734 {1993); Hawkins et al., J. Mol. Biol.
226:889-896 (1992); Clackson et al., Nature 352:624-628 (1991); Gram
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA B89:3576-3580 (1992); Garrad et
al., Bio/Technology 9:1373-1377 (1991); Hoogenboom et al., Nuc.
Acids Res. 19:4133-4137 (1991); vy Barbas et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 88:7978-7982 (1991).

[0205] En una realizacidén, para aislar un anticuerpo anti-M-CSF
humano con 1las caracteristicas deseadas, primero se usa un
anticuerpo anti-M-CSF humano come descritc en ésta para seleccionar
secuencias de cadenas pesadas y livianas humanas que tengan una
actividad de 1ligadura similar hacia M-CSF, usando métodos de
imprinting de epitopes descritos en la publicacién PCT No. WO
93/06213. Las bibliotecas de anticuerpos usadas en este método son
preferentemente bibliotecas en scFv preparadas y rastreadas segin lo
descrito en la publicacidén PCT No. WO 92/01047, McCafferty et al.,
Nature 348:552-554 (1990); vy Griffiths et al., EMBO J. 12:725-734
{1993). Las bibliotecas de anticuerpos en scFv son rastreadas
preferentemente usando como antigeno M-CSF humano.

[0206] Una vez seleccionados dominios V, y Vy iniciales humanos,
se realizan experimentos de "mix and match” ({("mezclar y unir”), en
los cuales se rastrean diferentes pares de logs segmentos V, vy Vy
inicialmente seleccionados para la ligadura con M-C8F, para
seleccionar combinaciones preferidas de pares Vi, /Vy. Adicionalmente,
para mejorar aidn més la calidad del anticuerpo, los segmentos Vo y Wy
del (de 1los) parl(es) preferido(s) V./Vy pueden ser sometidos a
mutacidn aleatoria, preferentemente dentro de la regidédn CDR3I del Vy
y/o V., en un procesc andlogo al proceso de mutacidén somdtica in vivo
responsable por la wmaduracidn de la afinidad de anticuerpos durante
una respuesta inmune natural. Esta maduracidén de la afinidad in
vitro puede lograrse mediante la amplificacién de dominios Vy y Vi,
usando cebadores PCR complementarios a la CDR3 del Vy; o CDR3 del Vi,
respectivamente, cebadores que han sido “spiked” con (a los cuales
se ha agregado} una mezcla aleatoria de las cuatro bases
nuclectidicas en ciertas posiciones, de modo gque los productos PCR
resultantes codifiquen segmentos Vy y V. en los cuales han sido
introducidas mutaciones aleatorias en las regiones CDR3 del Vy y/o
CDR3 del V,. Estos segmentos Vy y V. sometidos a mutacidén aleatoria
pueden rastrearse nuevamente para la ligadura con M-CSF.

[0207] Después de la seleccién y alislacidén de un anticuerpo anti-
M-C8F de la invencidén a partir de una biblioteca que exhibe
inmunoglcobulina recombinante, los &cidos nucleicos que codifican el
anticuerpo seleccionado pueden recuperarse del paguete de exhibicidn
{display package) (por ejemple, del genoma del fago) y subclonarse
en otros vectores de expresidn mediante técnicas de DNA recombinante
estandar. Si deseado, el &cido nucleiceo puede ser sometido a
manipulacién adicional para crear otras formas del anticuerpo de la
invencién, segin lo descrito mids abajo. Para expresar un anticuerpo
humano recombinante aislade mediante el rastreo de una biblioteca
combinatoria, el DNA que codifica el anticuerpo es clonade en un
vector de expresidén recombinante e introducido en células
hospedantes mamiferas segin lo descrito precedentemente.

Conmutacién de clases

(0208] Otro aspecto de la invencidn provee un método para
convertir la clase o subclase de un anticuerpo anti-M-CSF en otra
clase o subclase. En algunas realizaciones, =se aisla una molécula

de &cido nucleico que codifica un Vi, o Vy gque no incluye secuencias
de adcido nucleico cualesquiera que cedifiquen ¢, o Cy usando métodos
bien conocidos por el arte. Luego, la molécula de &dcido nucleico se
liga operativamente con una secuencia de acido nucleico que codifica
un C, o Cy de una clase o subclase deseada de inmunoglobulina. Esto



puede lograrse usando un vector © molécula de &acido nucleico que
comprende una cadena C, o Cy, segln lo descrito precedentemente. Por
ejemplo, un anticuerpo anti-M-CSF que originalmente fue una IgM
puede ser cambiado de clase a una IgG, Ademas, la conmutacidn de
clase puede usarse para convertir una subclase IgG a otra subclase,
por ejemplo, de IgGl a IgG2. Otro método para producir un
anticuerpo de la invencidén gue comprende un isotipo deseado
comprende las etapas de aislar un &cido nucleico que codifica una
cadena pesada de un anticuerpo anti-M-CSF y un acido nucleico que
codifica una cadena liviana de una anticuerpo anti-M-CSF, aislar la
secuencia que codifica la regidén V4, ligar la secuencia Vy con una
secuencia que codifica un dominic constante de la cadena pesada del
isotipo deseado, expresar el gen de la cadena 1liviana vy la
construccidén de la cadena pesada en una c¢&lula, y recolectar el
anticuerpo anti-M-CSF con el isotipo deseado.

[0209] En algunas realizaciones, anticuerpos anti-M-CSF de la
invencién tienen cambiada la serina en la posicidén 228 (de acuerdo
con la convencidn de numeracidn de la EU) de la cadena pesada a

prolina. Consecuentemente, la sub-secuencia CPSC en la regidn F. de
IgG4 llega a ser CPPC, que es la subsecuencia en IgGl. (Aalberse,
R.C. y 8chuurman, J., Immunology, 105:9-19 {2002}). Por ejemplo, la

serina en el residuo 243 de SEQ ID NO: 46 (que corresponde al
residuo 228 en la convencién de numeracidédn de la EU} llegaria a ser
prolina. Similarmente, la serina en el residuo 242 de SEQ ID NO: 38
(que corresponde al residuo 228 en la convencidn de numeracidn de la

EU) 1llegaria a ser prolina. En algunas realizaciones, la regidn
framework del anticuerpo IgG4 puede ser retro-mutada (back-mutated)
a la secuencia framework de la linea germinal. Algunas

realizaciones comprenden ambas, la regidn de framework retro-mutada
y el cambio serina a prolina en la regidén F.. Vea, por ejemplo, SEQ
ID NO: 54 ({anticuerpe 9.14.4C-Ser} y SEQ ID NO: 58 (anticuerpo
8.10.3C-Ser) en la Tabla 1.

Anticuerpos desinmunizados

[0210] Otro medo de producir anticuerpcs con inmunogenicidad
reducida es la desinmunizacidn de anticuerpos. En otro aspecto de
la invencién, el anticuerpo puede desinmunizarse usando las té&cnicas
descritas en, por ejemplo, las Publicaciones PCT Nos. W098/52976 vy
WO00/34317 (incorporadas en ésta por referencia en su totalidad).
Anticuerpos mutados

[0211] En otra realizacidén, las moléculas de Aacido nucleico, los
vectores y las células hospedantes pueden usarse para fabricar
anticuerpos anti-M-CSF mutados. Los anticuerpos pueden ser mutados

en los dominics variables de las cadenas pesadas y/o livianas, por
ejemplo, para modificar una propiedad de ligadura del anticuerpo.
Por ejemplo, puede efectuarse una mutacién en una o masg de las
regiones CDR para aumentar o disminuir la K, del anticuerpo para M-
C8F, para aumentar o disminuir K. ¢ para modificar la especificidad
de ligadura del anticuerpo. Técnicas de mutagénesis dirigidas a un
sitio son bien conocidas por el arte. Vea, por ejemplo, Sambrook et
al. y Ausubel et al., supra. En una realizacidn preferida, se
efectlian mutaciones en un residuo de amincécidos del cual se sabe
gue estd modificado, en comparacidén con la linea germinal, en un
dominio wvariable de un anticuerpo anti-M-CSF. En otra realizacidn,
se efectiian una o mids mutaciones en un residuo de aminocdcidos del
cual se sabe que estad cambiado, con respecto a la linea germinal, en
una regién CDR o regidn framework de un dominio wvariable, o en un
dominio constante de un anticuerpo monoclonal 252, 88, 100, 3.8.3,
2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.21IF, 9.14.4, 8.10.3, 92.7.2,
9.7.2C~8er, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-0G2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-
CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-5er, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser,
8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 & 9.14.4G1. En otra realizacidn, se efectian
una o mas mutacicnes en un residuo de aminodcido del cual se sabe



que estd modificado con respecto a la linea germinal en una regidn
CDR o regidn framework de un dominic variable de una secuencia de
aminoacidos de cadena pesada seleccionada entre SEQ ID NOS: 2, &,
10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78,
B2, 86, 90, 94, 98 & 102 & cuya secuencia nucleotidica de cadena
pesada est8& presente en SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 25, 29, 33, 37, 45, 97
6 101. En otra realizacién, se efectlan una o mds mutaciones en un
residuo de amincacido del cual se sabe que estd wmodificado con
respecto a la linea germinal en una regidn CDR o regidn framework de
un dominio wvariable de wuna secuencia de aminoidcidos de cadena
liviana seleccionada entre SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32,
36, 44, 48, 52, 56 &6 60 & cuya secuencia nucleotidica de cadena
liviana est& presente en SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 27, 31, 35, 43 & 47.
[0212] En una realizacidn, se efectida una mutacidén en la regidn
framework, de modo que la regién (las regiones) framework
resultante (s) tiene (n) la secuencia de aminodcidos del gen
correspondiente de la linea germinal. Puede efectuarse una mutacién
en una regién framework o un dominio constante para aumentar la vida
media del anticuerpo anti-M-CSF. Vea, por ejemplo, Publicacién BCT
No. WO 00/09560, incorporada en ésta por referencia. También puede
efectuarse una mutacién en una regidn framework © en un dominio
constante para modificar la inmunogenecidad del anticuerpo, para
proveer un sitio para la ligadura covalente o no covalente con otra
molécula, o© para modificar propiedades tales como fijacidén de
complemente, ligadura con FcR y citotoxicidad mediada por células
dependiente del anticuerpo (antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity (ADCC)). De acuerdo con la invencidn, un anticuerpo
simple puede tener mutaciones en cualquier ¢ en varias regiones CDRs
o framework del dominio wvariable o en el dominic constante.

[0213] En algunas realizaciones, hay de 1 a 8, incluyendo
cualquier nGmero intermedio, mutacicnes de aminocdcidos en cualquiera
de los dominics Vy o V., del anticuerpo anti-M-CSF mutado en
comparacién con el anticuerpo anti-M-CSF previo a la mutacidn. En
cualquier c¢aso de los arriba mencionados, las mutaciones pueden
ocurrir en una o© mids regiones CDR. Ademds, cualquiera de las
mutaciones puede consistir de substituciones c¢on aminocdcidos
conservativos. En algunas realizaciones, no hay mas de 5, 4, 3, 2 6
1 cambios de aminoacido en los dominios constantes.

Anticuerpos modificados

[0214] En otra realizacidn, puede fabricarse un anticuerpo de
fusién o una inmunoadhesina que comprende el total o una porcidén de
un  anticuerpo anti-M-CSF de la invenciédn 1ligado con otro

polipéptido. En una realizacidén preferida, solo 1los dominios
variables del anticuerpo anti-M-CSF estan ligados «con el
polipéptideo. En otra realizacidn preferida, el dominic Vy de un

anticuerpc anti-M-CSF est&8 ligado con un primer polipéptide,
mientras que el dominio V, de un anticuerpo anti-M-CS8F estd ligado
con un segunde polipéptido, asociade con el primer polipéptido de
modo tal cque los dominios Vg v Vi, pueden interactuar entre sgi para
formar un sitic de ligadura de anticuerpo. En otra realizacidn
preferida, el dominio V; estd separado del dominio V, mediante un
engarce, de modo que los dominios Vg vy Vp, pueden interactuar entre si
{vea abajo bajo anticuerpos de wuwna sola cadena). Luego, el
anticuerpo Vyz-engarce-V, es ligado con el polipéptido de interés. El
anticuerpo de fusidn es 1Util para dirigir un polipéptido hacia una
c¢élula o tejido gque expresa M-CSF. El polipéptide puede ser un
agente terapéutico, tal como una toxina, un factor de crecimiento u
otra proteina regulatoria, o puede ser un agente diagndstico, tal
como una enzima gue puede ser fécilmente visualizada, tal como
peroxidasa de rébano picante. Ademls, pueden crearse anticuerpos de
fusién en los cuales dos (o mas) anticuerpos de una sola cadena
estdn ligados entre si. Esto es dtil si se desea ¢rear un



anticuerpo divalente o polivante sobre una sola cadena polipéptida,
0 si se desea crear un anticuerpo biespecifico.

[0215] Para c¢rear un anticuerpo de cadena simple (scFv), los
fragmentos del DNA que codifican Vy y V., son ligados operativamente
con otro fragmento que codifica un engarce flexible, por ejemplo,
codifica la secuencia de amincacides (Gly, -Ser),, de mcdo que las
secuencias Vy y V, pueden ser expresadas como una proteina de cadena
simple contigua con los dominios V. y Vy unidos por el engarce

flexible. Vea, por ejemplo, Bird et al., Science 242:423-426
(1988}; Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883
(1988); McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990). El anticuerpo

de cadena simple puede ser monovalente, s5i se usa solamente una sola
Vg ¥ Vi, bivalente, si se usan dos Vy y V,, © polivante, si se usgan

mas de dos Vy ¥ V. Pueden generarse anticuerpos biespecificos o
polivantes que se ligan especificamente a M-CSF y a otra molécula.

[0216] En otras realizaciones, pueden prepararse otros
anticuerpos modificados usande molé&culas de 4&cido nucleico gue
codifican el anticuerpo anti-M-CSF. Por ejemplo, pueden prepararse
“cuerpos Kappa” (I1l et al., Protein Eng. 10: 949-57 (1997)),
*Minicuerpos” (Martin et al., EMBO J. 13: 5303-9 (1994}),
"Diacuerpos” {Holliger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-
6448 (1993)), o “Janusinas” (Traunecker et al., EMBO J. 10:3655-3659

(1991} y Traunecker et al., Int. J. Cancer (Suppl.) 7:51-52 (1992))
usando técnicas estandar de Dbiologia molecular siguiendo 1las
ensefianzas de la memoria descriptiva.

[0217] Anticuerpos biespecificos o fragmentos que ligan antigeno
pueden producirse mediante una variedad de métodos, incluyendo
fusién de hibridomas o enlace de fragmentos Fab’. Vea, por ejemplo,
Songsivilai & Lachmann, C¢lin. Exp. Immunol. 79: 315-321 (1990),
Kostelny et al., J. Immuncl . 148:1547-1553 (1992). Ademis,
anticuerpos biespecificos pueden formarse como “diacuerpos” o
“Janusginas”, En algunas realizaciones, el anticuerpo biespecifico
se liga a dos epitopes diferentes de M-CSF. En algunas
realizaciones, el anticuerpo kiespecifico tiene una primera cadena
pesada y una primera cadena liviana del anticuerpo monoclonal 252,
88, 160, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4I, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4,
8.10.3 & 9.7.2 v una cadena pesada y cadena liviana de un anticuerpo
adicional. En algunas realizaciones, las cadenas liviana y pesada
adicionales también pueden pertenecer a uno de los anticuerpos
monoclonales arriba identificados, pero son diferentes de las
cadenas pesada y liviana primeras.

[0218] En algunas realizaciones, 1los anticuerpos wmodificados
arriba descritos se prepararan usandce uno o mas de los dominios
variables o las regicnes CDR de un anticuerpo monoclonal anti-M-CSF
humano provisto en ésta, a partir de una secuencia de amincdcidos de
dicho anticuerpo monoclonal, o a partir de una cadena pesada o
cadena liviana codificada por una secuencia de dcido nucleico que
codifica dicho anticuerpo monoclonal.

Anticuerpos derivatizados y marcados

[0219] Un anticuerpo anti-M-CSF o una porcidn que liga antigeno
de la invencidn puede ser derivatizado o ligado a otra molécula ({por
ejemplo, otro péptido o proteina). Generalmente, los anticuerpos o

una porcién de los mismos son derivatizados de modo que la ligadura
con M-CSF no sea afectada adversamente por la derivatizacidn o el
marcado. Por lo tanto, los anticuerpos y porciones de anticuerpc de
la invencién tienen 1la intencidén de incluir ambas, las formas
intactas y las formas wmodificadas de 1los anticuerpos anti-M-CSF
humanos descritos en ésta. Por ejemplo, un anticuerpo o porcidén de
anticuerpc de la invencién puede estar ligado funcionalmente
{mediante enlace quimico, funcién genética, asociacidén no covalente
o de otro modo} con una o mis entidades meleculares, tales como otro
anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo biespecifico o un diacuerpo),



un agente de deteccidn, un agente citotdxico, un agente farmacéutico
y/o una proteina o péptido que puede mediar en la asociacién del
anticuerpo o porcidén del anticuerpo con otra molécula, tal como una
regidén del nicleo de streptavidina o un rétulo de polihistidina.
[0220] Un tipo de anticuerpo derivatizadeo es producido mediante
la reticulacidén de dos o mas anticuerpos (del mismo tipo o de tipos
diferentes, por ejemplo, para c¢rear anticuerpos bhiespecificos).
Reticulantes adecuados incluyen aquellos que son
heterobifuncionales, que tienen dos grupos reactivos claramente
separados por un espaciador apropiado (por ejemplo, éster m-
maleimidobenzoil -N-hidroxisuccinimidico), o homobifuncionales (por
ejemplo, suberato de disuccinimidilo). Tales reticulantes estén
disponibles de Pierce Chemical Company, Rockford, Ill.

[0221] Otro tipo de anticuerpo derivatizado es una anticuerpo
marcado. Anticuerpos de deteccifn ftiles con los cuales puede
derivatizarse un anticuerpo ¢ una porc¢ién que liga antigena de la
invencién incluyen compuestos fluorescentes, incluyendo fluoresceina
isotiaocianato de fluoresceina, rodamina, clorurce de 5-dimetilaminec-
l-naftalensulfonilo, ficoeritricina, gustancias fosforescentes a
base de lanténidos y similares. Un anticuerpo también puede estar
marcado con enzimas Utiles para la deteccidn, tales comec peroxidasa
de r&banc picante, PB-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina,
glucosa oxidasa y similares. Cuando un anticuerpo estd marcado con
una enzima detectable, es detectado mediante el agregado de
reactivos adicionales usados por la enzima para producir un preducto
de reaccién que puede ser discernido. Por ejemplo, c¢uando estéa
presente el agente peroxidasa de ré&bano picante, el agregado de
peréxido de hidrdgeno y diaminobencidina lleva a un producto de
reaccidén coloreado detectable. Un anticuerpo también puede ser
marcado con biotina y ser detectado mediante medicién indirecta de
la ligadura de avidina o streptavidina. Un anticuerpo tambkién puede
ser marcado con un epitope polipeptidico predeterminado reconocido
por un reporter secundario (por ejemplo, secuencias apareadas de
c¢ierres de leucina, sitios de ligadura para anticuerpos secundarios,
dominics que 1ligan metales, rétulos de epitopes). En algunas
realizaciones, los marcadores estdn unidos mediante  brazos
espaciadores de longitud variable para reducir el potencial de
impedimento estérico.

{0222] Un anticuerpo anti-M-CSF también puede estar marcado con
un aminodcido radiomarcado. El anticuerpo anti-M-CSF radiomarcado
puede usarse tanto con propdsitos diagndsticos como terapéuticos.
Por ejemplo, el anticuerpo anti-M-CSF radicmarcadc puede usarse para
detectar tumores gque expresan M-CS8F mediante rayos X U otras

técnicas de diagnéstico. Ademéas, el anticuerpo anti-M-CSF
radiomarcado puede usarse terapéuticamente como una toxina para
células cancerosas o ‘tumores. Ejemplos de marcadores para

polipéptidos incluyen, pero no estadn limitados a, los radioisdtopos
o radionuclidos siguientes: °*H, **C, N, *°s, %y, ®°T¢, 'In, I y I

{0223] Un anticuerpe anti-M-CSF también puede ser derivatizado
con un grupce gquimico tal como peolietilenglicol (PEG), un grupo
metilo o etilo o un grupo dehidrato de carbono. Estos grupos son

utiles para mejorar las caracteristicas bioldgicas del anticuerpo,
por ejemplo, para aumentar la vida media en suero © para aumentar la
ligadura al tejido.

Composiciones v equipos farmacéuticos

[0224] La invencidén también se refiere a composiciones gue
comprenden un anticuerpo antagonista anti-M-CSF humanc para el
tratamiento de sujetos gue necesitan un tratamiento para artritis
reumatoide, osteoporosis o aterosclerosis. En algunas
realizaciones, el sujeto de tratamiento es un humano. En otras
realizacicnes, el sujeto es un sujetc veterinario. Los trastornes




hiperproliferativos en los cuales monocitos juegan un rol gque pueden
tratarse mediante un anticuerpo antagonista anti-M-CS8F de la
invencidén pueden implicar cualquier tejido u &érganc e incluyen, pero
no estadn limitados a, cancer de cerebro, de pulmén, de células
escamosas, de vejiga, gastrico, pancreitico, de mama, de cabeza, de
cuello, de higado, renal, de ovario, de prbstata, colorectal,
esofagico, ginecoldgico, nasofaringeo o© de tiroide, melanomas,
linfomas, leucemias o© mielomas mialtiples. En particular, 1los
anticuerpos anti-M-CSF antagonistas humancs de la invencidén son
fitiles para tratar © prevenlir carcinomas de mama, prostata, colon y
pulmén.

[02253] Esta invencidn también comprende composiciones para el
tratamiento en un mamifero, incluyendo un humano, de una condicidn
seleccionada del grupo formade por artritis, artritis psoridtica,
sindrome de Reiter, gota, artritis traumdtica, artritis rubella vy
sinovitis aguda, artritis reumatoide, espondilitis reumatoide,
espondilitis anguilosante, osteocartritis, artritis gotosa y otras
condiciones de artritis, sepsis, shock séptico, shock endotdxico,
sepsis gram negativa, sindrome de shock téxico, enfermedad de
Alzheimer, accidente cerebrovascular, neurotrauma, asma, sindrome de
insuficiencia respiratoria del adulto, malaria cerebral, enfermedad

inflamatoria pulmonar crénica, silicocis, sarcoidesis pulmonar,
enfermedad de rescorcidn dbsea, osteoporosis, re-estenosis, dafio de
reperfusidn cardiaca Y renal, trombosis, glomerulonefritis,

diabetes, reaccidn del injerto contra el hospedante, rechazo del
aloinjerto, enfermedad intestinal inflamatoria, enfermedad de Crohn,
colitis wulcerativa, esclercesis wialtiple, degeneracidén wmuscular,
eczema, dermatitis de contacto, psoriasis, quemadura de sol o shock
de conjuntivitis, composiciones que comprenden una cantidad de un
anticuerpe monoclonal anti-M-CSF humano de la invencién efectivo en
tal tratamiento y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

[0226] El tratamiento puede iwplicar la administracién de uno o
mids anticuerpos monoclonales anti-M-CSF  antagonistas de la
invencidén, o fragmentos que ligan antigeno de los mismos, solos o
con un excipiente farmacéuticamente aceptable. Segtn lo usado en
ésta, "“excipiente farmacéuticamente aceptable” significa cualquiera
y tedos los solventes, medios de dispersidn, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardantes de
la absorcién vy similares que son fisioldgicamente compatibles.
Algunos ejemplos de excipientes farmacéuticamente aceptables son

agua, solucidén fisioldgica, solucidn fisioldgica buferada con
fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, como asi también
combinaciones de los mismos. En wmuchos cascs, serd preferible

incluir en la composicidén agentes iscotdnicos, por ejemplo, azlcares,
polialccholes tales como manitol, sorbitel o cloruro de sodio.
Ejemplos adicionales de substancias farmacéuticamente aceptables son
agentes de Thumectacién o© cantidades mencres de substancias
auxiliares tales como agentes de humectacidn o) emulsidn,
preservativos o blafferes, gque aumentan 1la wvida de esgtante o
efectividad del anticuerpo.

[0227] Los anticuerpos anti-M-CSF de 1la invencidn y las
composiciones que los comprenden pueden administrarse en combinacidn
c¢ornl uno © mas agentes terapéuticos, diagndsticos o profilacticos

adicionales. Agentes terapéuticos adicicnales incluyen otros
agentes anti-necplésicos, anti-tumorales, anti-angicgénices o}
guimicterapéuticos. Tales agentes adicionales pueden estar

incluidos en la misma composicidn o ser administrados por separado.
En algunas realizaciones, pueden usarse uno © mas anticuerpos anti-
M-CSF inhibitorios de la invencién como vacuna o como adjuvantes de
una vacuna.

[0228] Las composiciones de esta Iinvencidén pueden estar en varias
formas, por ejemplo, formas de dosificacidén liquidas, semisélidas y

e



s0lidas, tales como solucicnes liquidas (por ejemplo, soluciones
inyectables vy de infusién), dispersiones o suspensiones, tabletas,

pildoras, polvos, liposomas y supositorios. La forma preferida
depende del modo de administracidén deseado y de la aplicacidn
terapéutica. Composiciones preferidas tipicas estdn en la forma de

soluciones inyectables o de infusién, tales como las composiciones
similares a aquellas usadas para la inmunizacién pasiva de humancs.
El modo de administracién preferido es el parenteral (por ejemplo,

intravenoso, subcutidneo, intraperitoneal, intramuscular). En una
realizacién preferida, el anticuerpo se administra mediante infusidn
© inyeccidn intravencsa. En otra realizacidn preferida, el

anticuerpo se administra mediante inyeccién intramuscular o
subcuténea. En otra realizacidn, la invencidn incluye un método para
tratar un sujeto que lo necesita con un anticuerpo © una porcidn que
liga antigeno del mismo que se liga esgpecificamente a M-CSF, método
que comprende las etapas de: (a} administrar una cantidad efectiva
de una molécula de &cide nucleico aislado que codifica la cadena
pesada o la porcidén que liga antigeno del mismo, una molécula de
dcido nucleico aislado que codifica la cadena liviana o la porcidn
que liga antigeno del mismo, o ambos, las moléculas de Acidos
nucleicos que codifican la cadena liviana y la cadena pesada o las
porciones que ligan antigeno de los mismos; y (b) expresar 1la
molécula de acido nucleico.

[0225] Composiciones terapButicas tipicas deben ser estériles y
estables bajo las condiciones de fabricacién vy almacenamiento. La
composicidn puede formularse como solucidn, microemulsidn,
dispersidén, liposoma u otra estructura ordenada adecuada para una
concentracidén elevada de droga. Las soluciones inyectables
estériles pueden prepararse mediante la incorporacidn de un
anticuerpo anti-M-CSF en la cantidad requerida de un solvente
apropiado con wuno o© wuna combinacidn de los ingredientes arriba
enumerados, segin lo requerido, seguido de esterilizacidém por
filtracién. Generalmente, las dispersiones se preparan mediante la
incorporacién del compueste activo en un vehiculo estéril que
contiene un medio de dispersidn bésico y los otros ingredientes
requeridos entre agquellos arriba enumerados. En el caso de polvos
estériles para la preparacidén de soluciones inyectables estériles,
los métodos de preparacidén preferidos son secado al vacio vy
liofilizacidén que provee un polvo del ingrediente activo wmés
cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucidn
previamente esterilizada por filtracidn de tales ingredientes. Puede
mantenerse la fluidez apropiada de una solucidn, por ejemplo,
mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante la
manutencién del tamafic de particula requerido en el caso de una
dispersién y mediante el uso de agentes tenscactivos. Puede
lograrse una absorcién prolongada de las composiciones inyectables
mediante la inclusidén en la composicidén de un agente que retarda la
abgorcién, por ejemplo, sales de moncestearato y gelatina.

[0230] Los anticuerpos de la presente invencidén pueden
administrarse mediante una variedad de métodos conocidos por el
arte, si bien la ruta/mecdo preferido de administracidén para muchas
aplicaciones terapéuticas es la infusidn subcuténea, intramuscular o
intravencsa. Como serd apreciado por el entendido en el arte, la
ruta v/o mode de administracidén wvariard en dependencia de los
resultados deseados.

[0231] En cilertas realizaciones, el compuesto activo de las
composiciones de anticuerpc puede ser preparado con un excipilente
que protejerd el anticuerpo contra una liberacidédn ripida, tal como
una formulacién de liberacidén controlada, incluyendo implantes,
parches transdérmicos y sistemas de liberacidn microencapsulados.
Pueden usarse polimeros biocompatibles, biodegradables, tales como
vinilacetato de etileno, ©polianhidridos, dcido poliglicélico,



celageno, poliortoésteres y &Acido polildctico. Muchos métodos para
la preparacién de talesg formulaciones estdn  patentados 0
generalmente conocidos por los entendidos en el arte. Vea, por
ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems (J.
R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978).

{0232) En ciertas realizaciocnes, el anticuerpo anti-M-CSF de la
invencién puede ser administrado oralmente, por ejemplo, c¢on un
diluyente inerte o un excipiente comestible asimilable. El compuesto
{y otros ingredientes, si deseado) también puede ser encerrado en
una cépsula de gelatina dura o blanda, comprimido en tabletas o
incorporado directamente en la dieta del sujeto. Para la
administracidén terapéutica oral, los anticuerpos anti-M-CSF pueden
ser incorporados con excipientes y ser usados en la forma de
tabletas ingeribles, tabletas bucales, trociscos, cipsulasg,
elixires, gsugpensiones, jarabes, obleas v similares. Para
administrar un compuesto de 1la invencidédn mediante otro tipo de
administracidén gque la parenteral, pusde ser necesario recubrir el
compuestc con, o co-administrar el compuesto con, un material para
prevenir su inactivacidn.

{0233] También pueden incorporarse en las composiciones
compuestos activos adicionales. En ciertas realizaciones, un
anticuerpo anti-M-CSF de la invencidén es co-formulado vy/o co-
administrado con uno o mids agentes terapéuticos adicionales. Estos

agentes incluyen anticuerpos que ligan otros blancos, agentes
antineoplésicos, agentes antitumorales, agentes quimioterapéuticos,
andlogos peptidicos que inhiben M-CSF, c-fms soluble que puede ligar
M-CS8F, unc o mids agentes quimicos que inhiben M-CSF, agentes anti-
inflamatorios, anti-coagulantes, agentes que disminuyen la presién
sanguinea {por ejemplec, inhibidores de 1la enzima gque convierte
angiotensina (ACE)). Tales terapias de combinacidén pueden requerir
dogificaciones menores del anticuerpo anti-M-CSF como asi también de
los agentes co-administrados, evitando de este modo posibles
toxicidades o complicaciones asociadas con varias monoterapias.

[0234] Los anticuerpos anti-M-CSF inhibitorics de la invencién vy
las composiciones que los comprenden también pueden administrarse en
combinacién con otros regimenes terapéuticos, particularmente en
combinacién con un tratamiento de radiacién para cancer. Los
compuestos de la presente invencidén también pueden usarse en
combinacién con agentes anticlncer tales como endostatina vy
angiostatina o drogas citotdxicas tales como adriamicina,
daunomicina, cis-platino, etoposida, taxol, taxotere y alcaloides,

tales como vincrxistina, inhibidores de farnesil transferasa,
inhibidores de VEGF y antimetabolitos tal como metotrexato.
[0235] Los compuestos de la invencidn también pueden usarse en

combinacién con agentes antivirales tales c¢omo Viracept, AZT,
aciclovir y famciclovir y compuestos antisépticos tal como Valant.

[02386)] Las composiciones de la invencidén pueden incluir una
“cantidad terapéuticamente efectiva” o una “cantidad
profilécticamente efectiva” de un anticuerpoc o0 una porcidn que liga
antigeno de la invencidén. Una “cantidad terapéuticamente efectiva”
se vrefiere a una cantidad efectiva, en dosificaciones vy durante
periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico
deseado. Una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo o
porcidn de anticuerpo puede variar de acuerdo con factores tales
como el estado de la enfermedad, edad, sexo y peso del individuo vy
la capacidad del anticuerpo © porcién de anticuerpo para provocar
una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad
terapéuticamente efectiva también es una cantidad con la cual se
compensan efectos tdxicos o perniciosos cualesqguiera del anticuerpo
o porcidén de anticuerpo mediante los efectos terapéuticos
beneficiosos. TUna “cantidad profildcticamente efectiva” szse refiere
a una cantidad efectiva, en dosificacicnes y durante periodos de



tiempo necesarios, para lograr el resultado profiléctico deseado.
Tipicamente, como una dosis profilédctica se usa en sujetos previo a,

o en una etapa anterior de, la enfermedad, la cantidad
profilé&cticamente efectiva seri menoxr que la cantidad
terapé&uticamente efectiva.

[0237] Los regimenes de dosificacién pueden ajustarse para
proveer la respuesta Optima deseada (por ejemplo, una respuesta
terapéutica o profilédctica). Por ejemplo, puede administrarse un

solo beolo, wvarias dosis divididas durante un periodo de tiempo, o la
dosis puede ser reducida o aumentada proporcionalmente segun lo
indicado por las exigencias de la situacidn terapé&utica. Es
especialmente ventajosoc formular composiciones parenterales en la
forma de unidades de dosificacidén para facilitar la adwministracidn y
la uniformidad de la dosificaciédn. “Forma de unidad de
dosificacidn®”, seglin lo usado en ésta, se refiere a unidades
fisicamente discretas adecuadas como dosificacicnes unitarias para
el <tratamiento de sujetos mamiferos; cada unidad contiene una
cantidad predeterminada del compuesto activo calculada para producir
el efecto terapéutico deseadc en asociacidén con el excipiente
farmacéutico requerido. La especificacidn de las formas de unidad de
dosificacién de la invencidén es dictada por, vy directamente
dependiente de, (a) las caracteristicas Unicas del anticuerpo anti-
M-CSF o la porcidén del mismo y del efecto terapéutico o profilactico
particular a ser logrado, y (b) las limitaciones inherentes al arte
de formular la composicidn de tal anticuerpo para el tratamiento de
la enfermedad en individuos.

[0238] Una gama tipica, no 1limitante, para una cantidad
terapéuticamente o profilédcticamente efectiva de un anticuerpo o
porcidén de anticuerpo de la invencidn es 0,025 a 50 mg/kg, més
preferentemente 0,1 a 50 mg/kg, mas preferentemente 0,1-25, 0,1 a 10
6 0,1 a 3 mg/kg. Debe observarse que los valores de dosificacidn
pueden variar con el tipo y la severidad de la condicién a ser
aliviada. Debe entenderse, ademds, gque para cualquier sujeto
particular deben ajustarse regimenes de dosificacidn especificos a
lo largo del tiempo, de acuerdo con la necesidad del individuo y la
evaluacidn profesional de la persona que administra o supervisa la
administracidén de las composiciones, y que las gamas de dosificacidn
establecidas en é&sta son dadas solamente a modo de ejemple y no
tienen la intencién de limitar el alcance o 1la préactica de 1la
composicidén reivindicada.

[0239] Otro aspecto de la presente invencidn provee equipos gque
comprenden un anticuerpo anti-M-CSF o una porcidn que liga antigeno
de la invencidn © una composicidén que comprende tal anticuerpce o
porcion. Un equipo puede incluir, ademds del anticuerpo o la
composicidén, agentes diagndsticos o terapéuticos. Un equipo también
puede incluir instruccicnes para el uso en un método diagndstico o
terapéutico. En una realizacién preferida, el eguipo incluye el
anticuerpc o© una composicién que lo comprende vy un agente
diagnéstico que puede ser usado en urn método descrito més abajo. En
otra realizacidn preferida, el equipo incluye el anticuerpo o una
composicidén que lo comprende y uno © mas agentes terapéuticos gque
pueden usarse en un método descrito més abajo. Una realizacidén de la
invencidén es un equipo gque comprende un contenedor, instrucciones
sobre la administracidén de un anticuerpo anti-M-CSF a un humano que
sufre de una enfermedad inflamatoria, ¢ instrucciones para medir el
nimero de monocitos CD14+CD1l6+ en wuna muestra biolégica y un
anticuerpo anti-M-CSF.

[0240] Esta invencién también se refiere a composicicnes para
inhibir el crecimiento c<¢elular anormal en un mamifero, composicidn
que comprende una cantidad de una anticuerpo de la invencidén en
combinacidén ¢on una cantidad de una agente quimioterapéutico, donde
las cantidades de compuestc, sal, solvato o prodroga y del agente



quimioterapéutico son conjuntamente efectivas para inhibir un
crecimiento celular anormal. Actualmente el arte conoce muchos
agentes quimioterapéuticos. En algunas realizaciones, el agente
quimioterapéutico es seleccionado del grupo formado por inhibidores
mitdticos, agentes de alquilacidn, anti-metabolitos, antibiéticos de
intercalado, inhibidores del factor de crecimiento, inhibidores del
ciclo celulaxr, enzimas, inhibidores de topoisomerasa, modificadores

de la respuesta biolégica, antihormonas, por ejemplo, anti-
andrbégenos vy agentes anti-angiogénesis.
[0241] Agentes de anti-angiogénesis, tales como inhibidores de

MMP-2 (matriz-metaloproteinasa 2), inhibidores de MMP-9 ({(matriz-
metaloproteinagsa 9) e inhibidores de COX-II (ciclooxigenasa II)
pueden usarse conjuntamente c¢on un anticuerpo anti-M-CSF de la
invencién. Ejemplos de inhibidores COX-II dtiles incluyen CELEBREX™
(celecoxib), wvaldecoxib vy rofecoxib. Ejemplos de inhibidores de
matriz-metaloproetinasa 1tilegs se describen " en WO  96/33172
(publicada el 24 de octubre de 1996), WO 96/27583 (publicada el 7 de
marzo de 1996}, Solicitud de Patente Eurcpea No. 97304971.1
{solicitada el 8 de julio de 1997), Solicitud de Patente Europea No.
99308617.2 (solicitada el 29 de octubre de 1999}, WO 98/07697
{(publicada el 26 de febrero de 1998), WO 98/03516 (publicada el 29
de enero de 1998), WO 98/34918 (publicada el 13 de agosto de 1998},
WO 98/34915 {publicada el 13 de agosto de 1998), WO 98/33768
(publicada el 6 de agosto de 1998), WO 98/30566 {(publicada el 16 de
julic de 1998), Publicacidon de Patente Europea 606,046 (publicada el
13 de julio de 1994), Publicacién de Patente Europea 931.788
(publicada el 28 de julio de 1999%), WO 90/05719 {(publicada el 31 de
mayo de 1990), WO 99/52910 (publicada el 21 de octubre de 1999), WO
99/52889 (publicada el 21 de octubre de 1999), WO 99/29667
{publicada el 17 de junio de 1999), Solicitud Internacional PCT No.
PCT/IR98/01113 ({solicitada el 21 de julio de 1998}, Solicitud de
Patente Europea No. 99302232.1 (solicitada el 25 de marzo de 1999),
solicitud de patente de Gran Bretafia nlimero 9912961.1 (solicitada el
3 de junio de 1999), Solicitud Provigional U.S. No. 60/148,464
{solicitada el 12 de agosto de 1999), Patente U.S. ©5.863.949
(concedida el 26 de enero de 1999), Patente U.S. 5.861.510
{concedida el 19 de enero de 199%8), y Publicacién de Patente Europea
780.386 (publicada el 25 de Jjunioc de 1997}, todos las cuales estan
incorporadas en ésta en su totalidad por referencia. Inhibidores de
MMP preferidos son agquellos gque no mwuestran artralgia. Mas
preferidos son aquellos que inhiben selectivamente MMP-2 y/o MMP-9
con relacidén a las otras matriz-metaloproteinasas (es decir, MMP-1,
MMP-3, MMP-4, MMP-5, MMP-6, MMP-7, MMP-8, MMP-10, MMP-11, MMP-12 vy
MMP-13}. Algunos ejemplos especificos de inhibidores de MMP itiles
en la presente invencidén son AG-3340, RO 32-3555, RS 13-0830, v los
compuestos enumerados en la lista siguiente: &cido 3-[[4-(4-fluoro-
fenoxi) -bencenesulfonill] - (1-hidroxicarbamoil-ciclopentil) -amino] -
propidénico; hidroxiamida del A&cido 3-exo-3-[4-(4-fluoro-fenoxi)-
bencensulfonilamino] -8-oxa-biciclo[3.2.1)Joctan-3-carboxilico;
hidroxiamida del &cido (2R, 23R} 1-[4-(2-cloro-4-fluoro-benciloxi) -
bencensulfonil] -3-hidroxi-3-metil-piperidin-2-carboxilico;
hidroxiamida del &cido 4-(4-{4-fluoro-fenoxi)-bencensulfonilamine] -
tetrahidro-piran-4-carboxilico; acido 3-[[4-(4-fluoro-fenoxi) -
bencensulfonil) - {(1-hidroxicarbamoil-ciclobutil) -amino] -propidnico;
hidroxiamida del A&cido 4-[4-(4-cloro-fenoxi)-bencensulfonilamino] -
tetrahidro-piran-4-carboxilico; hidroxiamida del A&cido (R} 3-[4-(4-
cloro-fenoxi) -bencensulfonilamino] -tetrahidro-piran-3-carboxilico;
hidroxiamida del &cide (2R, 2R} 1-[4-(4-fluoro-2-metil-benciloxi)-
bencensulfonil] ~-3-hidroxi-3-metil-piperidin-2-carboxilico; &acido 3-
({4-{4-fluocro-fenoxi) -bencensulfonil)] - (1-hidroxicarbamoil-1-metil-
etil) -aminc] -propidnico; dcido 3-[[4-({4-flucro-fenoxi) -
bencensulfonill] - (4-hidroxicarbamoil-tetrahidro-piran-4-1il) -amino] -



propidénico; Thidroxiamida del A&cide 3-exo0-3-[4-(4-cloro-fenoxi)-
bencensulfonilamine] -8-oxa-biciclo[3.2.1]Joctan-3-carboxilico;
hidroxiamida del acido 3-endo-3- [4-{4-fluoro-fenoxi) -
bencensulfonilaminec] -8-oxa-biciclo[3.2.1]octan-3-carboxilico; Y
hidroxiamida del Acido (R) 3-[4-(4-fluoro-fenoxi) -
bencensulfonilamino] -tetrahidro-furan-3-carboxilico; Y sales Yy
solvatos farmacéuticamente aceptables de dichos compuestos.

[0242] Un compuesto que comprende un anticuerpo monoclonal anti-
M-CSF humano de la invencidn también puede usarse con inhibidores de
transduccidén de sefiales, tales como agentes que pueden inhibir
respuestas al EGF-R (receptor del factor de crecimiento epidérmico),
tales como anticuerpos de EGF-R, anticuerpos EGF y moléculas que son
inhibidores de EGF-R; inhibkidores del VEGF (factor de crecimiento
endotelial wvascular) tales como receptores VEGF-R y moléculas due
pueden inhibir VEGF; e inhibidores del receptor erbB2, tales como
moléculas orgénicas o anticuerpos gque se ligan al receptor erbB2,
por ejemplo, HERCEPTIN™ (Genentech, Inc.). Los inhibidores del EGF-
R se describen, por ejemplo, en WO 95/19970 (publicada el 27 de
julio de 1995), WO 98/14451 (publicada el 9 de abril de 1998), WO
98/02434 (publicada el 22 de enero de 1998), y la Patente de los
Estados Unidos 5.747.498 {concedida el 5 de mayo de 1998), vy tales
substancias pueden usarse en la presente invencidn segin lo descrito
en ésta. Los agentes inhibidores del EGFR incluyen, pero no estan
limitados a, los anticuerpos monoclonales (€225 y anti-EGF-R 22Mab
(ImClone Systems Incorporated), ABX-EGF (Abgenix/Cell Genesys), EMD-
7200 (Merck Kgad), EMD-5590 (Merck Kgad), MDX-447/H-477 (Medarex
Inc. y Merck KgaA), y los compuestos ZD-1834, ZD-1838 y 2ZD-1839
(AstraZeneca), PKI-166 (Novartis), PKI-166/CGP-75166 (Novartis), PTK
787 (Novartis), CP 701 (Cephalon}, leflunomida {Pharmacia/Sugen),
CI-1033 (Warner Lambert Parke Davis), CI-1033/PD 183,805 (Warner

Lambert Parke Davis), CL-387,785 (Wyeth-Ayerst), BBR-1611
(Boehringer Mannheim GmbH/Roche), Naamidina A& (Bristol Myers
Squibb), RC-3%40-I1 (Pharmacia), BIBX-1382 (Boehringer Ingelheim),
OLX-103 {(Merck & Co.), VRCTC-310 (Ventéch Research), toxina de

fusién EGF {Seragen 1Inc.), DAB-389 (Seragen/Lilgand), 2ZM-252808
(Imperial Cancer Research Fund), RG-50864 (INSERM), LFM-Al2 (Parker
Hughes Cancer Center}, WHI-P%7 (Parker Hughes Cancer Center), GW-
282974 {(Glaxo), KT-8391 (Kyowa Hakko) vy Vacuna EGF-R (York
Medical/Centro de Immunologia Molecular (CIM}). Estos y otros
agentes inhibidores de EGF-R pueden usarse en la presente invencién.

[0243] Los inhibidores de VEGF, por ejemplo SU-5416 y SU-6668
(Sugen Inc.), AVASTIN™ (Genentech), SH-268 (Schering) y NX-1838
{NeXstar) también pueden combinarse con el compuesto de la presente
invencién. Los inhibidores de VEGF se describen en, por ejemplo, WO
99/24440 (publicada el 20 de mayo de 1999), Solicitud Internacional
PCT PCT/IB99/00797 (solicitada el 3 de mayo de 1999), WO 95/21613
(publicada el 17 de agosto de 1995}, WO 99/61422 (publicada el 2 de
diciembre de 1999), Patente de 1los Estados Unidos 5.834.504
(concedida el 10 de noviembre de 1998), WO 98/50356 (publicada el 12
de noviembre de 1998), Patente de los Estadogs Unidos 5.883.113
(concedida el 16 de marzo de 1999), Patente de los Estados Unidos
5.886.020 ({concedida el 23 de marzo de 1999), Patente de los Estados
Unidos 5.792.783 (concedida el 11 de agosto de 1998), WO 99/10349
(publicada el 4 de marzo de 1999), WO 97/32856 {publicada el 12 de
setiembre de 1997), WO 97/22596 (publicada el 26 de junio de 1997),
WO 98/54093 (publicada el 3 de diciembre de 1998), WO 98/02438
(publicada el 22 de eneroc de 1998), WO 99/16755 (publicada el 8 de
abril de 1999), y WO 98/02437 (publicada el 22 de eneroc de 1998),
todas las cuales estdn incorporadas en é&sta en su totalidad por
referencia. Otros ejemplos de algunos inhibidores especificos de
VEGF Utiles en la presente invencién son 1IM862 (Cytran 1Inc.);
anticuerpo monoclconal anti-VEGF de Genentech, Inc.; y angiczima, una



ribozima sintética de Ribozyme y Chiron. Estos y otros inhibidores
de VEGF pueden usarse en la presente invencidn segin lo descrito en

ésta. Los inhibidores del receptor erbB2, tales como GW-282974
{Glaxo Wellcome plc), y los anticuerpos monoclonales AR-209 (Aronex
Pharmaceuticals Inc.} y 2B-1 {(Chiron) pueden ser combinados ademas

con los compuestos de la invencidn, por ejemplo aquellos indicados
en WO 98/02434 (publicada el 22 de enero de 1998), WO 99/35146
(publicada el 15 de julio de 1999), WO 99/35132 (publicada el 15 de
julio de 1999), WO 98/02437 (publicada el 22 de enero de 1998), WO
97/13760 {(publicada el 17 de abril de 1997), WO 95/19970 (publicada
el 27 de julio de 1995), Patente de los Estados Unidos 5.587.458
(concedida el 24 de diciembre de 1996), y Patente de los Estados
Unidos 5.877.305 {concedida el 2 de marzo de 1999), todas las cuales
estén incorporadas en é&sta en su totalidad por referencia. Los
inhibidores del receptor erbB2 tiles en la presente invencidn
también se describen en la Patente de los Estados Unidos 6.465.449
{concedida el 15 de octubre de 2002), y en la Patente de los
Estados Unidos 6.284.764 (concedida el 4 de setiembre de 2001),
ambas 1incorporadas en é&sta en su totalidad por referencia. Los
compuestos inhibidores del receptor erbB2 y la sustancia descrita en
las solicitudes PCT, patentes U.S. y solicitudes provisionales U.S.
arriba mencionadas, come asi también otros compuestes y sustancias
gue inhiben el receptor erbB2, pueden usarse con el compuesto de la
presente invencién de acuerdo con la presente invencidn.

[0244] Los agentes anti-supervivencia incluyen anticuerpos ankti-
IGF-IR vy agentes anti-integrina, tales como anticuerpos anti-
integrina. :

[0245] Los agentes anti-inflamatorios pueden usarse conjuntamente
con un anticuerpo anti-M-CSF de la invencién. Para el tratamiento
de la artritis reumatoide, los anticuerpos anti-M-CSF humanos de 1la
invencién pueden combinarse con agentes tales como inhibidores de
TNF-C tales como drogas TNF (tales como REMICADE™, CDP-870 vy
HUMIRA™) y moléculas de inmunoglobulina del receptor de TNF (tal
como ENBREL™), inhibidores de IL-1, antagonistas del receptor o IL-
lra. soluble (por ejemplo Kineret o inhibidores de ICE), inhibidores
de COoX-2 (tales como celecoxib ; rofecoxib, valdecoxib Y
etoricoxib), inhibidores de metaloproteasa {(preferentemente
inhibidores selectivos para MMP-13), inhibidores de p2X7, ligandos
de 21 (tales como NEUROTIN™ vy PREGABALIN™), metotrexato de dosis
baja, leflunomida, hidroxiclorogquina, d-penicilamina, auranofina u
oro parenteral u oral. Los compuestos de la invencidn también
pueden usarse en combinacidn con agentes terapéuticos existentes
para el tratamiento de ostecartritis. Agentes adecuados a ser
usados en combinaciédn incluyen agentes no esteroides anti-
inflamatorios (en lo sucesivo NSAID’s) tales como piroxicam,
dicleofenac, A&cidos propiéniceos tales como naproxeno, flurbiprofeno,
fenoprofeno, quetoprofenc e ibuprofeno, £fenamatos tales como &cido
mefenadmico, indometacina, sulindac, apasona, pirazolonas tal como
fenilbutazona, salicilatos tal como aspirina, inhibidores de COX-2
tales como celecoxib, valdecoxib, rofecoxib v etoricoxib,
analgésicos y terapiag intraarticulares tales como corticosteroides
y acidog hialurdnicos tales como hialgan y sinvisc.

10246] Los agentes anti-coagulantes pueden usarse conjuntamente
con un anticuerpo anti-M-CSF de la invencién. Ejemplos de agentes
anti-coagulantes incluyen, pero no estan limitados a, wvarfarina
(COUMADIN™), heparina y enoxaparina (LOVENOX™) .

[0247] Los anticuerpos anti-M-CSF humancs de la presente
invencién también pueden wusarse en combinacidén con agentes
cardiovasculares tales como bloqueadores de canales de calcio,
agentes que disminuyen el nivel de lipideos tales como estatinas,
fibratos, bloqueadores beta, inhibidores de ACE, antageonistas del
receptor de angiotensina-2 e inhibidores de la agregacidn



plaguetaria. Los compuestos de la presente invencidn también pueden
usarse en combinacién con agentes del sistema nervioso central (CNS)
tales como antidepresivos {tal como sertralina), drogas
antiparkinsonianas, tales como deprenil, L-dopa, REQUIP™, MIRAPEX™,
inhibidores de MAOB tales como selegina y rasagilina, inhibidores de
comP tal comec Tasmar, inhibidores de -2, inhibidores de 1la
reabsorcién de dopamina, antagonista de NMDA, agonistas de nicotina,
agonistas de dopamina e inhibidores de la sintasa neuronal de &xido
nitrico), y drogas anti-Alzheimer tales como donepezil, tacrina,
inhibidores de LIGANDOS {I2C (tales como NEUROTIN™ y PREGABALIN™),
inhibidores de COX-2 , propentofilina o metrifonato.

[0248] Los anticuerpos anti-M-CSF humanos de la presente
invencidén también pueden usarse en combinacién con agentes de
osteoporosis tales como roloxifeno, droloxifeno, lasofoxifeno o
fosomax y agentes inmunosupresores tales como FK-506 y rapamicina.
Métodos diagndsticos usados

[0249] En otro aspecto, la invencién provee métodos diagndsticos.
Los anticuerpos anti-M-CSF pueden usarse para detectar M-CSF en una
muestra bioldgica in vitro o in vivo. En una realizacidn, la

invencién provee un método para diagnosticar la presencia o
ubicacién de un tumor que expresa M-CSF en un sujeto que necesita
tal diagnéstico, método que comprende las etapas de inyectar el
anticuerpc en el sujeto, determinar la expresidn de M-CSF en el
sujeto mediante la localizacidn del sitio de ligadura del
anticuerpo, comparar la expresién en el sujeto con aguella de un
sujeto de referencia normal o estandar y diagnosticar la presencia o
ubicacidén del tumor.

[0250] Los anticuerpos anti-M-CSF pueden usarse en un inmunoensayo
convencional, incluyendo, sin limitacidén, un ensayoc ELISA, un ensayo
RIA, FACS, inmunochistoquimica de tejidos, transferencia de Western
o inmunoprecipitacién. Los anticuerpos anti-M-CSF de la invencidn
pueden usarse para detectar M-CSF de humanos. En otra realizacidn,
los anticuerpos anti-M-CSF pueden usarse para detectar M-CSF de
primates tales como monos cynomologus, mones rhesus, chimpancés o
simics. La invencidn provee un método para detectar M-CSF en una
muestra bioclédgica, método que comprende poner en contacto una
muestra blolégica con un anticuerpo anti-M-CSF de la invencidn vy
detectar el anticuerpo ligado. En una realizacién, el anticuerpo
anti-M-CSF estd marcado directamente con un marcador detectable. En
otra realizacidn, el anticuerpo anti-M-CSF (el primer anticuerpo)} no
estd marcado y un segundo anticuerpo u otra molécula que puede ligar
al anticuerpo anti-M-CSF est& marcado. Como es bien conocido por un
entendido en el arte, se elige un segundo anticuerpo que sea capaz
de ligar especificamente la especie y clase particular del primer

anticuerpo. Por ejemplo, si el anticuerpo anti-M-CSF es una IgG
humana, entonces el segundo anticuerpo puede ser una IgG anti-
humana. Otras moléculas que pueden ligarse c¢on anticuerpos

incluyen, sin limitacidn, Proteina A y Proteina G, ambas disponibles
comercialmente, por ejemplo, de Pierce Chemical Co.

[0251] Marcadores adecuados para el anticuerpc © anticuerpo
secundario se han revelado supra, e incluyen varias enzimas, grupos
prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes vy
materiales radiocactivos. Ejemplos de enzimas adecuadas incluyen
peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, f-galactosidasa o
acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos prostéticos
adecuados incluyen streptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos
de materiales fluorescentes  adecuados incluyen umbeliferona,

fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilaminofluoresceina, cloruro de dansilo o
ficoeritrina; un ejemplo de un material luminisgcente incluye

luminol; y ejemplos de materiales radioactivos adecuados incluyen
125I, 1311‘ 358 o BH.



[0252] En otras realizaciones, M-CSF puede ensayarse en una
muestra biolégica mediante un inmunoensayo de competicidn utilizando
estdndares de M-CS8F marcados con una substancia detectable y un
anticuerpo anti-M-CSF no marcado. En este ensayc se combinan la
muestra bicldgica, los estiandares de M-C8F marcades y el anticuerpo
anti-M-CSF, vy se determina la cantidad de M-CSF esténdar wmarcado
ligada al anticuerpo no marcado. La cantidad de M-CSF en la muestra
bicldgica es inversamente proporcional a la cantidad de M-CSF
estandar marcado ligada al anticuerpo anti-M-CS8F.

[0253] Loz inmunoensayos arriba expuestos pueden usarse para
varios propdsitos. Por ejemplo, pueden usarse anticuerpcs anti-M-
CSF para detectar M-CSF en células o sobre la superficie celular de
las células en un cultive celular, o s=segregado en el medio de
cultive de tejidos. Los anticuerpos anti-M-CSF pueden usarse para
determinar la cantidad de M-CSF sobre la superficie de cé&lulas o
segregado en el medio de cultivo de tejidos gque han sido tratados
con varios compuestos. Este método puede wusarse para identificar
compuestos gque son Utiles para inhibir o activar la expresién o
secrecidn de M-CSF. De acuerdo con este método, una muestra de
células se trata con un compuesto de ensayo durante un periodo de
tiempo, wmientras gque otra muestra se deja sin tratar. 81 desea
medirse el nivel total de M-C8F, las células se someten a lisis y se
mide el mnivel total de M-CSF usande uno de los inmuncensayos
descritos precedentemente. El nivel total de M-CSF en las células
tratadas se compara con el nivel de M-CSF en las células no tratadas
para determinar el efecto del compuesto de ensayo.

[0254] Un inmunoensayo para medir niveles de M-CSF total es un
ensayo ELISA o de transferencia de Western. Si desea medirse el
nivel de M-CSF en la superficie celular, las células no se someten a
lisis, y se pueden medir los niveles de M-CS8F en la superficie
celular, usando uno de los inmunoensayos descritos precedentemente.
Un inmuncensayo para determinar niveles de M-CSF en la superficie
celular puede incluir las etapas de marcar las proteinas de la
superficie celular con un marcador detectable, tal como bictina o©
1257, inmunoprecipitar el M-CSF con un anticuerpo anti-M-CSF y
detectar luego el M-CSF marcado. Otrc inmunoensayo para determinar
la localizacién de M-CSF, por ejemplo, niveles en la superficie
celular, puede ser inmunohistoguimica. Métodos tales comc ELISA,
RIA, transferencia de Western, inmunohistoquimica, marcadce en la
superficie c¢elular de proteinas integrales de la membrana e
inmunoprecipitacién son bien conocidos por el arte. Vea, por
ejemplo, Harlow y Lane, supra. Ademds, los inmuncensayos pueden
realizarse en mayor escala para una clasificacion de alto
rendimiento, con el fin de ensayar un gran nimero de compuestos para
la activaciédn o inhibicién de M-CSF.

[0255] Otro ejemplo de un inmunoensayo para medir niveles de M-
CSF segregado puede ser un ensayo de captacidén de antigeno, ELISA,
ensayo inmunohistoquimico, transferencia de Western y similares
usando anticuerpos de la invencién. 51 se desea medir M-CSF
segregado, puede ensayarse un medio de cultivo celular o un fluide
corporal, tales como suero sanguineo, orina o fluidoe sinovial, por
M-CSF segregadeo y/o pueden 1lisarse células para liberar M-CSF
producido, pero todavia no segregado. Un inmunoensayc para
determinar niveles segregados de M-CSF incluye las etapas de marcar
las proteinas segregadas con un mwarcador detectable, tal como
biotina o **°I, inmunoprecipitar el M-CSF con un anticuerpo anti-M-CSF
y detectar luego el M-CSF marcado. Otro inmuncensayoc para
determinar niveles segregados de M-CSF puede incluir las etapas de
{a} pre-ligar anticuerpos anti-M-CSF a la superficie de una placa de
microtitulacidn; (b) agregar un medio celular de cultivo de tejide o
un fluide corporal que contiene el M-CSF segregado a las cavidades
de la placa de microtitulacidén para ligarlo a los anticuerpos anti-



M-CSF; (¢) agregar un anticuerpo que detectara el anticuerpo anti-M-
CSF, por ejemplo, anti-M-CSF marcado con digoxigenina que se liga a
un epitope de M-CSF diferente al anticuerpo anti-M-CSF de la etapa
(a); {d} agregar wun anticuerpo a digoxigenina <conjugada a
peroxidasa; y {e) agregar un substrato de peroxidasa gque proveera un
producto de reaccidén coloreado que puede ser cuantificado para
determinar el nivel de M-CSF segregado en un medio celular de
cultivo de tejido o una muestra de un fluido corporal. Métodos
tales como ELISA, RIA, transferencia de Western, inmunchistogquimica
vy ensayo de captacién de antigencs son bien conocidos por el arte.
Vea, por ejemplo, Harlow y Lane, supra. Ademds, los inmunoensayos
pueden realizarse en mayor escala para una clasificacidén de alto
rendimiento, con el fin de ensayar un gran nimerc de compuestos para
la activacién o inhibicidén de M-CSF.

[0256] Los anticuerpos anti-M-CSF de la invencién también pueden
usarse para determinar los niveles de M-CSF en la superficie celular
en un tejide o en c¢élulas derivadas del tejido. En algunas
realizaciones, el tejido es un tejideo enfermo. En algunas
realizaciones, el tejido puede ser un tumor o una biopsia del mismo.
En algunas realizaciones del métode, un tejido o una biocpsia del
mismo puede ser extirpado de un paciente. Luego, el tejido o
biopsia puede usarse en un Iinmunoensayo para determinar, por
ejemplo, niveles totales de M-CSF, niveles de M-CSF en la superficie
celular ¢ la localizacidén de M-CSF mediante métodos discutidos
precedentemente.

[0257] El método puede comprender las etapas de administrar un
anticuerpo anti-M-CSF marcado en forma detectable ¢ una composicidn
que lo comprende a un paciente que necesita tal ensayo diagnéstico y
someter al paciente a un andlisis por imagen para determinar la
ubicacidén de los tejidos que expresan M-CSF. El andlisis por imagen
es bien conocido por el arte médico, e incluye, sin limitacidn,
andlisis <c¢on rayocs x, diagndstico por imagen con resonancia
magnética (MRI) o tomografia computada (CE). El anticuerpo puede
marcarse con cualgquier agente adecuado para diagnésticc por imagen
in vivo, por ejemplo un agente de contraste, tal come bario, gque
puede usarse para andlisis con rayos x, 0 un agente de contraste
magnético, tal como un quelato de gadelinio, gque puede usarse para
MRI o CE. Otros agentes para marcacién incluyen, sin limitacidn,
radioisétopos, tal como “*Tc. En oktra realizacidn, el anticuerpo
anti-M-CSF no estard marcado y serd diagnosticado por imagen
mediante la administracién de un segundo anticuerpo u otra molécula
que sea detectable y que pueda ligar el anticuerpo anti-M-CSF. En
una realizacidn, se cbtiene una biopsia del paciente para determinar
si el tejido de interés expresa M-CSF.

[0258] Los anticuerpos anti-M-CSF de la invencidén también pueden
usarse para determinar leos niveles segregados de M-CSF en un fluido
corporal tal como suero sanguineo, orina ¢ fluido sinovial derxivado
de un tejido. En algunas realizaciones, el fluido corporal es de un

tejido enfermo. En algunas realizaciones, el fluido corporal es de
un tumor © una biopsia del mismo. En algunas realizaciones del
método, se separa fluido corporal de un paciente. Luego se usa el

fluido en un inmunoensayo para determinar niveles de M-CSF segregado
mediante los métodos discutidos precedentemente. Una realizacidn de
la invencidén es un método para ensayar la actividad de un
antagonista de  M-CSF, método gue comprende: administrar un
antagonista de M-CSF a un primate o sujeto humano y medir el namero
de monccitos CD14+CD1é6+ en una muestra bicldgica.

Métodos terapéuticos usados

[0258] En otra realizacidn, la invencidén provee un método para
inhibir la actividad de M-CSF mediante 1la administracidén de una
anticuerpo anti-M-CSF a un paciente que 1o necesita. Cualquiera de
los tipos de anticuerpos descritos en é&sta puede usarse




terapéuticamente. En una realizacidn preferida, el anticuerpo anti-
M-CSF es wun anticuerpo humanc, quimérico o humanizado. En otra
realizacién preferida, el M-CSF es humano v el paciente es un

paciente humano. Alternativamente, el paciente puede ser un
mamiferc que expresa un M-CSF con el cual el anticuerpc anti-M-CSF
reacciona en forma cruzada. El anticuerpo puede ser administrado a

un mamifero no humanc que expresa un M-CSF con el cual el anticuerpo
reacciona en forma cruzada {es decir, de un primate) con propésitos
veterinarios o como un modelo animal de una enfermedad humana. Tales
modelos animales pueden ser 1Otiles para evaluar la eficacia
terapéutica de anticuerpos de esta invencidn.

[0260] Segiin lo usado en ésta, el término “un trastorno en el
cual la actividad de M-CSF es perniciosa” incluye enfermedades vy
otros trastornos en los cuales la presencia de elevados niveles de
M-CSF en un sujeto que sufre del trastorno mostrd ser, o
supuestamente es, responsable por la patofisioclogia del trastorno o
es un factor gque contribuye al empeoramiento del trastorno. Tales
trastornos pueden ser puestos en evidencia, por ejemplo, por un
aumento en los niveles de M-CSF segregado y/o sobre la superficie
celular o por la autofosforilacidn aumentada de la tirosina de c-fms
en las c¢é&lulas o los tejidos afectados de un sujeto que sufre el

trastorno. El aumento de niveles de M-CSF puede detectarse, por
ejemplo, usando un anticuerpo anti-M-CSF  segin lo  descrito
precedentemente.

[0261] En una realizacidén, un anticuerpo anti-M-CSF puede

administrarse a un paciente que tiene un tumor que expresa c¢-fms o
un tumor que segrega M-CSF yv/o que expresa M-CSF sobre su superficie
celular. Preferentemente, el tumor expresa un nivel de c¢-fms o M-
C8F que es mayor que el nivel en un tejido normal. El1 tumor puede
ser un tumor sdélido o puede sger un tumor no s6lide, tal comoe un
linfoma. En una realizacidn més preferida, un anticuerpo anti-M-CSF
puede administrarse a un paciente que tiene un tumor gue expresa c-
fms, un tumor que expresa M-CSF o un tumor que segrega M-CSF que es
canceroso. Ademds, el tumor puede ser cancercsco. En una realizacidn
atn mds preferida, el tumor es un céncer de pulmdén, mama, prdstata o
colon. En otra realizacidén preferida, el anticuerpo anti-M-CSF
administrado a un paciente resulta en que M-CSF no esté mis ligado

al receptor c-fms. En una realizacién altamente preferida, el
método causa que el tumor no aumente en pesc © velumen © que
disminuya en peso ¢ volumen. En otra realizacién, el método causa
que el c-fme sobre cé&lulas tumorales ne esté ligado por M-CSF. En

otra realizacidén, el método causa gque el M-CS8F sobre células
tumorales no esté ligado a c¢-fms. En otra realizacidn, el mé&todo
causa que el M-CSF segregado de las células tumorales no esté ligado
a c-fms. En una realizacidn preferida, el anticuerpo se selecciona
entre 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.47%, 8.10.3F,
9.7.2IF, 95.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-8er, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-
Ser, 8.10.3-CGz2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4,
9.14.4-5er, S9.7.2-Ser, 8.10.3-5er, 8.10.3-CG4, B.10.3FGl 6 9.14.4G1
6 comprende una cadena pesada, cadena liviana o regidén gque liga
antigeno del mismo.

[0262] En otra realizacidn preferida, un anticuerpc anti-M-CSF
puede administrarse a un paciente que expresa niveles
inapropiadamente elevados de M-CSF. El arte conoce gque la expresidn
de niveles elevados de M-CSF puede conducir a una variedad de
clnceres comunes. En una realizacidn, dichc método se refiere al
tratamiento de céncer, tal como cancer de cerebro, de células
egcamosas, de vejiga, géstrico, pancredtico, de mama, de cabeza, de
cuello, esofdgico, de proéstata, colorectal, de pulmdn, renal, de
rifién, de ovarios, ginecoldgico o de tiroides. Pacientes que pueden
tratarse con un compuesto de la invencidédn de acuerdo con los métodos
de esta invencién incluyen, por ejemplo, pacientes a los cuales se



ha diagnosticado o que tienen cancer de pulmdn, céncer de hueso,
cédncer pancredtico, cancer de piel, céncer de cabeza y de cuello,
melanoma cutédnec © intraocular, cancer uterino, céncer de ovarios,
céncer rectal, céncer de la regidn anal, cancer estomacal, cancer
del colén, cancer de mamas, tumores ginecoldgicos (por ejemplo,
sarcomas uterinos, carcinoma de las trompas de falopio, carcinoma
del endometric, carcinoma cervical, carcinoma de la vagina o
carcinoma de la wvulva), enfermedad de Hodgkin, cancer del eséfago,
cdncer de intestino delgado, cancer del sistema enddcrino (por
ejemplo, cancer de las gléndulas tiroide, paratiroide o adrenales),
sarcomas de los tejidos blandos, céncer de la uretra, cancer del
pene, cancer de préstata, leucemia crdnica o aguda, tumores sdlidos
(por ejemplo, sarcomas, carcinomas o linfomas que son cénceres de
tejidos corporales diferentes de sangre, médula 6sea o el sistema

linfatico), tumores sdlidos de 1la nifiez, linfomas 1linfociticos,
cancer de la vejiga, céncer del rifidn o de la uretra (por ejemplo,
carcinoma de las células renales, carcinoma de la pelvis renal), o

neoplasmas del sistema nervioso central (por ejemplo, linfoma del
sistema nervioso central (CNS) primario, tumores del eje espinal,

gliomas de las células madre de cerebro ¢ adenomas pituitarios). En
una realizacién mds preferida, el anticuerpo anti-M-CSF se
administra a un paciente con cancer de mama, cancer de prdstata,
cancer de pulmdn o céncer de colon. En una realizacidén atn méas

preferida, el método causa la detencidn de la proliferacidn anormal,
el aumento del peso o volumen ¢ la disminucidn del peso o volumen
del tumor debido al cancer.

[0263] El anticuerpo puede administrarse una sola vez, pero mas
preferentemente se administra varias veces. Por ejemplo, el
anticuerpo puede administrarse de tres veces por dia a una vez cada
seis mweses o periodo mayor. La administracién puede realizarse
seglin un programa tal como tres veces por dia, dos veces por dia,
una vez por dia, una vez cada dos dias, una vez cada tres dias, una
vez por semana, una vez cada dos semanas, una vez cada mes, una vez
cada dos meses, una vez cada tres meses y una vez cada seis meses.
También puede administrarse el anticuerpo en forma continua via una
minibomba. El1 anticuerpo puede administrarse via ruta oral, mucosal,
bucal, intranasal, inhalable, intravenosa, subcuténea,
intramuscular, parenteral, intratumoral o tépica. El1 anticuerpo
puede administrarse en el sitio del tumor © la parte inflamada del
cuerpo, en el tumor o la parte inflamada del cuerpo o en un sitio
distante del sitio del tumor o la parte inflamada del cuerpo. El
anticuerpo puede administrarse una vez, al menos dos veces o al
menos durante el periodo de tiempo necesario para tratar, paliar o
curar la condicidn. Generalmente el anticuerpo serad administrado
mientras que el tumor esté presente, siempre que el anticuerpo tenga
el efecto de detener el crecimiento o disminuir el peso o volumen
del tumor, © hasta que esté curada la parte inflamada del cuerpo.
Generalmente el anticuerpo ser&d administrade como parte de una
composicidn farmacéutica como la descrita supra. La dosificacidn
del anticuerpo estard generalmente en la gama de 0,1-100 mg/kg, mas
preferentemente 0,5-50 mg/kg, was preferentemente 1-20 mg/kg y atn
mds preferentemente 1-10 mg/kg. La concentracidn del anticuerpo en
suero puede medirse mediante cualquier método conocido en el arte.
[0264] En otro aspecto, el anticuerpo anti-M-CSF puede co-
administrarse con otros agentes terapéuticos, tales comeo agentes
anti-inflamatorios, agentes anti-coagulantes, agentes que
disminuirdn o reduciran la presidén sanguinea, drogas o moléculas
anti-neoplasicas, a un paciente que tiene un trastorno
hiperproliferativo, tal como cédncer o un tumor. En un aspecto, la
invencidén se refiere a un método para el tratamiento del trastorno
hiperproliferativo en un mamifero gue comprende administrar a dicho
mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de



la invencién en combinacidén con un agente antitumoral seleccicnado
del grupo formado por, pero no limitado a, inhibidores mitéticos,
agentes de algquilacién, anti-metabolitos, agentes de intercalado,

inhibidores del factor de c¢recimiento, inhibidores del ciclo
celular, enzimas, inhibidores de topoisomerasa, modificadores de 1la
respuesta bioldgica, anti-hormonas, inhibidores de guinasa,
inhibidores de matriz wmetaloproteasa, productos terapéuticos

genéticos y anti-andrdgenos. En una realizacidén mds preferida, el
anticuerpo puede administrarse con un agente antineoplésico, tal
como adriamicina o taxol. En otra realizacién preferida, el
anticuerpo o la combinacién terapéutica se administra conjuntamente
con radioterapia, quimioterapia, terapia fotodindmica, c¢irugia u
otra inmunoterapia. En auin otra realizacidén preferida, el
anticuerpo ser& administrado conjuntamente con otro anticuerpo. Por
ejemplo, el anticuerpo anti-M-CSF puede administrarse conjuntamente
con un anticuerpo u otro agente conocido por inhibir tumores o la
proliferacidén de células cancerosas, por ejemplo, un anticuerpo o
agente que inhibe el receptor erbB2, EGF-R, CD20 o VEGF.

[0265] La co-administracién del anticuerpo c¢on un agente
terapéutico adicional (terapia de combinacién) incluye administrar
una composicidén farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-M-CSF
y el agente terapéutico adicional vy administrar dos o més
composicicnes farmacéuticas por separado, una gque comprende el
anticuerpo anti-M-CSF y la otra (las otras) gue comprende(n) el
agente {los agentes) terapéutico(s) adicional{es). Ademds, si bien
co-administracién o terapia combinatoria significa generalmente
administrar el anticuerpoc y los agentes terapéuticos adicionales
simulténeamente, también incluye casos en los cuales el anticuerpo y
los agentes terapéuticos adicicnales son administrados en tiempos
diferentes. Por ejemplo, el anticuerpo puede administrarse una vez
cada tres dias, mientras que el agente terapéutico se administra una
vez por dia. Alternativamente, el anticuerpo puede administrarse
antes o después del tratamiento del trastorno con el agente
terapéutico adicional. Similarmente, el anticuerpo anti-M-CSF puede
administrarse antes o después de otra terapia, tales como
radioterapia, gquimioterapia, terapia fotodindmica, c¢irugia u otra
inmunoterapia.

[0266] El anticuerpo y uno o mas agentes terapéuticos adicionales
{la terapia combinatoria) pueden administrarse una wvez, dos veces ©
al menos durante el periocde de tiempo necesario para tratar, paliar
o curar la condicién. Preferentemente, la terapia de combinacidén se
administra varias veces. La terapia combinatoria puede administrarse
desde tres veces por dia a wuna vez cada seis meses. La
administracidén puede realizarse segiin un programa tal comoe tres
veces por dia, dos veces por dia, una vez por dia, una vez cada des
dias, una vez cada tres dias, una vez por semana, una vez cada dos
gemanas, una vez cada mes, una vez cada dos meses, una vez cada tres
meses y una vez cada seis meses, o puede administrarse en forma
continua via una minibomba. La terapia de combinacidn puede
administrarse via ruta oral, mucozal, bucal, intranasal, inhalable,
intravenosa, subcutdnea, intramuscular, parenteral, intratumoral o
tépica. La terapia combinatoria puede administrarse en un sitio
distante del sitio del tumor. Generalmente la terapla de
combinacién serd administrada mientras que el tumor esté presente,
siempre que el anticuerpo tenga el efecto de detener el crecimiento
o disminuir el peso o volumen del tumor.

[0267] En aGn otra realizacidén, el anticuerpo anti-M-CSF esti
marcado con un radiomarcador, una inmunhotoxina o toxina, o eg una
proteina de fusidn que comprende un péptido tdxico. El anticuerpo

anti-M-CSF o la proteina de fusidn que comprende el anticuerpo anti-
M-CSF dirige el radiomarcador, inmunotoxina, toxina o péptido toéxico
hacia la cé&lula que expresa M-CSF. En una realizacidn preferida, el



radiomarcador, inmunotoxina, toxina o péptido tdxico se interxrnaliza
después de gue el anticuerpo anti-M-CSF se liga al M-CSF sobre la
superficie de la cé&lula blanco.

[0268] En otro aspecto, el anticuerpo anti-M-CSF puede usarse
para tratar estados no cancerosos en los cuales elevados niveles de
M-CSF y/o M-CSF han sido asociados con el estado o enfermedad no
Canceroso. En una realizacidén, el método comprende 1la etapa de
administrar una anticuerpc anti-M-CSF a un paciente que tiene un
estade pateolbégico no conceroso causado © exacerbado por elevados
niveles de M-CSF y/0 niveles o actividad de M-CSF. En una
realizacién mas preferida, el anticuerpo anti-M-CSF lentifica el
progreso del estado patoldgico no canceroso. En una realizacidn més
preferida, el anticuerpo anti-M-CSF detiene o invierte, al menos en
parte, el estado patoldgico no canceroso.

Terapia con genes

[02689] Las moléculas de acido nucleico de la presente invencién
pueden administrarse a un paciente ¢gue lo necesita wvia terapia con
genes. La terapia puede ser ¢ in vivo 0 ex vivo. En una realizacidn
preferida, se administran a un paciente moléculas de Acido nucleico
que codifican ambas, una cadena pesada y una cadena livianma. En una
realizacién méds preferida, las moléculas de A&cido nucleicc se
administran de modo tal gque se integran en forma estable en los

cromosomas de células B, debido a que estas células estén
especializadas para producir anticuerpos. En una realizacién
preferida, células B precursoras se transfectan ¢ infectan ex vivo y
se re-transplantan en un paciente gque lo necesita. En otra

realizacidén, c¢élulas B precursoras u otras células se infectan in
vive usando un virus conocido por infectar el tipo celular de

interés. Vectores tipicos usados para terapia con genes incluyen
liposomas, plasmidos y vectores virales, Vectores virales tipicos
son retrovirus, adenovirus y virus adeno-asocciados. Después de la

infeccién in vivo o ex vivo, pueden monitorearse los niveles de
expresidn del anticuerpo tomando una muestra del paciente tratado vy
usando cualquier inmuncensayo conocido en el arte o discutido en
ésta.

[0270] En una realizacién preferida, el wétode de terapia con
genes comprende las etapas de administrar una molécula de &cido
nucleico aislada gque codifica la cadena pesada ¢ una porcidn dque
liga antigenc de la misma de un anticuerpo anti-M-CSF y expresar 1la
molécula de &acido nucleico. En otra realizacidén, el método de
terapia con genes comprende las etapas de administrar una molécula
de Aacido nucleico aislada que codifica la c¢adena liviana © una
porcién que liga antigeno de la misma de un anticuerpo anti-M-CSF y
expresar la molécula de acido nucleico. En un método més preferido,
el método de terapia con genes comprende las etapas de administrar
una molécula de Acido nucleico aislada que codifica la cadena pesada
0 una porcidén que liga antigeno de la misma y una molécula de Acido
nucleico aislada que codifica la cadena liviana o la porcidén gque
liga antigeno de 1la misma de wun anticuerpo anti-M-CSF de 1la
invencién y expresar las molé&culas de &cido nucleico. El método de
terapia con genes también puede comprender la etapa de administrar
otro agente anti-cancer, tales como taxel o adriamicina.

[0271] Con el fin de un mejor entendimiento de esta invencién, se
exponen los ejemplos siguientes. Estos ejemplos tienen solamente el propdsito
de ilustracidén y no deben ser interpretados como limitativos de cualquier
modo del alcance de la invenciénm.

RJEMPLO I
Generacién de lineas celulares que producen anticuerpos anti-M-CSF

[0272] Se prepararon, seleccionaron y ensayaron anticuerpos de la
invencidén como sigue:



Inmunizacidén y generacién de hibridomas

Ratones XENOMOUSE™ de ocho a diez semanas se inmunizaron
intraperitonealmente © en las plantas de sus patas traseras con M-
CSF humano (10 pg/dosis/ratédn). Esta dosis se repitidé cinco a
siete wveces durante un periodo de tres a ocho semanas. Cuatro dias
antes de la fusidn, se administrd a los ratenes una inyeccidén final
de M-CSF humano en PBS. Los linfocitos del bazo y del nodo linfatico
de los ratones inmunizados se fusionaron con la linea celular no
secretoria del mieloma P3-X63-Ag8.653, y las células fusionadas se
sometieron a seleccidén en medio HAT comoe previamente descrito

(Galfre y Milstein, Methods Enzymol. 73:3-46, 1981). Se recuperd un
panel de hibridomas, todos los cuales segregan anticuerpos IgG2 e
IgG4 humanos especificos para M-CSF. También se  generaron

anticuerpos usando la tecnologia XENOMAX™ seglin lo descrito en
Babcook, J.8. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:7843-48, 1996.
Para estudios adiciocnales se seleccionaron nueve lineas celulares
producidas por ingenieria genética para producir anticuerpos de la
invencidén y se designaron comc 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1,
9.14.4, 8.10.3 y 9.7.2.

[0272a] Los hibridomas fueron depositados de acuerdo con 1los
términocs del Tratado de Budapest en la American Type Culture
Collection (ATCC), de 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia
20110-2209, el 8 de Agosto de 2003. A los hibridomas les fueron
asignados los siguientes nimeros de acceso:

Hibridoma 3.8.3 (LN 15891) PTA-5390
Hibridoma 2.7.3 (LN 15892) PTA-5391
Hibridoma 1.120.1 (LN 15893) | PTA-5392
Hibridoma 9.7.2 (LN 15894) PTA-5393
Hibridoma 9.14.4 (LN 15895) PTA-5394
Hibridoma 8.10.3 (LN 1589¢) PTA-5395
Hibridoma 88-gamma (UC PTA-5396
25489)

Hibridoma 88-kappa (UC PTA-5397
25490)

Hibridoma 100-gamma (UC PTA-5398
25491)

Hibridoma 100-kappa (UC) PTA-5399
25492)

Hibridoma 252-gamma (UC PTA-5400
25493)

Hibridoma 252-kappa (UC PTA-5401
25434)

EJEMPLO 1T
Anilisis de genes utilizados
[0273] Se clond DNA que codifica las cadenas pesada y liviana de

los anticuerpos monoclonales 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1,120.1,
9.14.4, 8.10.3 y 9.7.2 a partir de las lineas celulares de hibridoma
respectivas y se determinaron las secuencias del DNA mediante
métodos conocidos por log entendidos en el arte. Adicionalmente, el
DNA de las lineas celulares de hibridoma 9.14.4, 8.10.3 y 9.7.2 ge
scometid a mutacidédn en regiones de framework especificas en el
dominio variable y/o se modificd el isotipo para obtener, por
ejemplo, 9.14.4I, 8.10.3F y 9.7.2IF, respectivamente. A partir de la
secuencia de los &cidos nucleicos y la secuencia de aminodcidos
prevista de los anticuerpos, se identificaron los genes usados para
cada cadena de anticuerpo (“VBASE"). La Tabla 2 indica los genes
utilizados de anticuerpos seleccionados de acuerdo con la invencidn:



Tabla 2
Utilizacién de genes de cadenas pesadas y livianas

Clon Cadena pesada Cadena liviana kappa

SEQ ID NO: |wv, Dy Js | SEQ ID NO: |V, J.

252 1, 2 3- 7- 6 3, 4 012 3
11 27

88 5, 6 -7 6- 4 7, 8 012 3
13

1006 S, 10 3- 1- 4 11, 12 L2 3
23 26

3.8.3 14 3- 7- 4 16 L5 3
11 27

2.7.3 18 3- 1- 4 20 L5 4
33 26

1.120.1 22 1- 4- 4 24 B3 1
18 23

9.14.41 25, 26 3- 7- 4b 27, 28 Ql2 3
11 27

8.10.3F 29, 30 3- 1- 4b 31, 32 A27 4
48 26

9.7.21IF 33, 34 3- 6~ 6b 35, 36 0l2 |3
11 13

9.14.4 37, 38 3- 7- 4b 27, 28 012 3
11 27

8.10.3 29, 30 3- 1- 4b 43, 44 A27 4
48 26

8.7.2 45, 46 3- 6- &b 47, 48 012 3
11 13

8.10.3FG1 97, 98 3- 1- 4b 31, 32 A27 4
48 26

9.14.4G1 11, 102 3- 7- 4b 27, 28 012 3
11 27

9.14.4C- 54 3- 7~ 4b 56 0lz 3
Ser 11 27

9.14.4-CG2 74 3- 7- 4b 56 012 3
11 27

9.14.4-CG4 78 3- 7- 4b 56 0lz2 3
i1 27

8.10.3C- 58 3- 1- 4b 60 AZ27 4
Ser 48 26

8.10.3-CG2 62 3- 1- 4b 60 AZ7 4
48 26

8.10.3-CG4 94 3- 1- 4b 60 A27 4
48 26

8.10.3-5erx 90 3- 1- 4b 43, 44 A27 4
48 26

9.7.2C-Ser 50 3- 6- 6b 52 0lz2 3
11 13

9.7.2-CG2 66 3- 6- &b 52 012 3
11 13

5.7.2-CG4 70 3- 6- 6b 52 012 3
11 13

9.7.2-Ser 86 3- 6- &b 47, 48 012 3
11 13

9.14.4-8Ser 82 3~ 7- ib 27, 28 0l2 3
11 27

[0274] Se llevd a cabo mutagénesis de residuos especificos de las

cadenas pesadas y livianas, diseflando cebadcores y usande el Egquipo
para Mutagénesis Dirigida a un Sitio QuickChange de Stratagene, de
acuerde con las instrucciones del £fabricante. Las mutaciones se



confirmaron mediante secuenciacién automidtica, y los insertos
mutagenizados se subclonaron en vectores de expresidén. Los vectores
de expresidén se transfectaron en c¢élulas HEK293 para producir
suficientes anticuerpos para la caracterizacidn.

EJEMPLO II1I
Ensayo de proliferacién de células monociticas de ratén dependiente
de M-CSF

[0275] Se condujeron ensayos in vitro para medir la proliferacidén
de células meonociticas de ratdédn dependiente de M-CSF en la presencia
de anticuerpos anti-M-CSF para determinar el grado de inhibicidn
mediante anticuerpos anti-M-CSF.

[0276] Se cbtuvieron células monociticas de ratdédn, células M-NFS-
60, de la coleccidn American Type Culture Collection (ATCC)
{(Manassas, VA) y las células se mantuvieron en medioc RPMI-1640 que
contiene L-glutamina 2 mM (ATCC), 10% de suero bovino fetal (FBS)
{Invitrogen, Carlsbad, C&} inactivado por calor, 2-mercaptoetancl
0,05 mM (Sigma, St. Louis MO) {(medio de ensayo) con 15 ng/ml de M-
CSF humano. Las células M-NSF-60 se escindieron a 5 x 10° células
para ser usadas el préximo dia o a 2,5 x 10* células para ser usadas
en 2 diag. Antes de usar las células en el ensayo, se lavaron tres
veces con RPMI-1640, se contaron y se ajustd el volumen con medio de
ensayo a 2 x 10° células/ml. Todos los ensayos se realizaron por
triplicade en placas de cultivo de tejido

tratadas de 96 cavidades (Corning, Corning, NY). A cada cavidad se
agregaron S50 Jl de las células lavadas, 100 pM o 1000 pM de M-CSF en
un volumen de 25 Ol y un anticuerpo de ensayo o control en varias
concentraciones en un volumen de 25 M1 de buffer de acetate (cloruro
de sodio 140 mM, acetato de sodio 20 mM y 0,2 mg/ml de polisorbato
80, pH 5,5) hasta un volumen final de 100 0Ol. Los anticuerpos de la
invencién se ensayarcn sclos y con M-CSF humano.Las placas se
incubaron durante 24 horas (h) a 37°C con 5% de CO..

[0277] Después de 24 horas, se agregaron 10 Ol/cavidad de 0,5 0Ci
de *H-timidina {Amersham Biosciences, Piscataway, NJ)} y las células
se pulsaron con la timidina durante 3 horas. Para detectar la
cantidad de timidina incorporada, las c<élulas se cosecharon sobre
placas de filtro unifilter GF/C pre-humedecidas (Packard, Meriden,
CT) y se lavaron 10 veces con agua. Las placas se dejaron secar
durante la noche. Se sellarcn las salidas de fondo de las placas
filtrantes. Luego, se agregaron 45 {01 de Microscint 20 (Packard,
Meriden, CT) por cavidad. Después de sellar la parte superior, las
placas se introdujeron en un contador microbeta Trilux (Wallac,
Norton, OH} para el conteo.

[0278] Estos experimentos demuestran que los anticuerpos anti-M-
CSF de la invencién inhiben la proliferacién de c¢élulas monociticas
de ratdn en respuesta a M-CSF. Ademéas, usando varias
concentraciones de anticuerpos, se determind la IC; para la
inhibicién de la proliferacién de células monociticas de ratén para
los anticuerpos 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.471,
8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, B8.10.3 y 9.7.2 (ensayo de proliferacidn
celular, Tabla 3a y Tabla 3b).

Tabla 3a
si#Bnticuerpo 252
Enéayo de 1,86
proliferacién de X 107

células monociticas 10

de ratén dependiente
de M-CSF [ICg,, M]
Ensay¢ de activacidn 8,67 5,80 1,53 8,6 | 7,15 8,85




Anticuerpo 252 88 100 3.8 | 2.7. | 1.120
.3 3 1
de monocitos de la x 107 | x 10" | x 107 X x 107 | x 10°
sangre entera humana 10 1 1o 10° 1o 14
(ICso, M] "
Engayo de inhibicién 7,47 4,45 | 1,252 )| 7,0 | 3,08 1,57
de ligadura al x 10" | x 10" | x 107 X x 107 | x 10°
receptor 10 10 9 10° 10 10
[ICse, M ] H
Tabla 3b
Anticuerpo 9.14. | 8.10.3 | 9.7.2I | 9.14. | 8.10 | 9.7.2
4T F F 4 .3
Ensayo de 2,02 4,13 x | 7,37 x| 2,02 4,13 7.37
proliferacién de | x 10° 1071° 107 | x 10° x x 10°
células 10 1o 10710 10
monociticas de
ratédn dependiente
de M-CSF  [ICss,
M]
Ensayo de 2,49 4,46 X 1,125 6,48 2,8 i,98
activacién de x 10° 1071° x 107° | x 10° x x 10°
monocitos de la 1o 10 10710 10
sangre entera
humana [ICg,, M]
Ensayo de 2,97 9,8 x 5,29 x| 4,1 x 1,5 6 x
inhibicidén de x 107 | 10°M 1071° 1071 x 1072
ligadura al 10 107
receptor [ICs,, M
]
EJEMPLO IV

Ensayo de activacidn de monocitos de la sangre entera humana

[0279] Se condujeron ensayos in vitro para medir los cambios de
forma de monocitos dependientes de M-CSF en la presencia de
anticuerpcs anti-M-CSF para determinar si los anticuerpos anti-M-CSF
eran capaces de inhibir la activacidén de monocitos de la sangre
entera humana y su grado de inhibicién de las modificaciones de la
forma de los monocitos.

[0280] En cavidades individuales de una placa de cultiveo de
tejidos de 96 cavidades se mezclaron 6 (J1 de anti-M-CSF 1,7 nM y 94
Ul de sangre humana entera para una concentracidén final de 102 pM
del anticuerpo anti-M-CS5F. Las placas se incubaron a 37°C en un
incubador de cultivo de tejido en atmdésfera de CO,. Luego, las
placas se sacaron del incubador. A cada cavidad se agregaron 100 _1
de wuna solucidén de fijador (0,05% de formalina en solucidén
fisioldgica buferada con fosfato sin MgCl, 6 CaCl,) vy las placas se
incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Para cada
muestra se mezclaron 180 (1 de cada cavidad y 1 ml de buffer de
lisis de eritrocitos. Los tubos se agitaron durante 2 segundos con
formacién de vértice. Luego, las muestras se incubaron a 37°C
durante 5 minutos en un bafic de agua con vibracidén para someter los
eritrocitos a lisis, perc dejando intacto los monocitos.
Inmediatamente después de esta incubacidn, las muestras se leyeron
en un aparato de barrido de c¢élulas activadas por fluorescencia
(FACS) (FACS BD Beckman) y los datos se analizaron utilizando 1la
versidn 3.4 del software para el aparato FACS.

[0281] Estos experimentos demostraron que los anticuerpos anti-M-
CSF de 1la invencidém inhiben cambios de forma de monocitos en
comparacién con muestras de control. Usando el ensaye de cambio de
forma de monocitos, se determind la ICs;;, para los anticuerpos 252,



88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4I, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4,
8.10.3 y 9.7.2 (activacién de monocitos en sangre entera humana,
Tabla 3a y Tabla 3b).
EJEMPLO V
Ensayo de inhibicién de ligadura al receptor c-fms

[0282] Se condujeron ensayos in vitro para medir la ligadura de
M-CSF al receptor c-fms en la presencia de anticuerpos anti-M-CSF
para determinar si los anticuerpos anti-M-CSF eran capaces de
inhibir la ligadura de M-CSF al receptor c-fms y su grado de
inhibicién.

[0283] Se lavaron cé&lulas NIH-3T3 transfectadas con cé&lulas c-fms
© M-NSF-60 humanas mantenidos en solucidn fisioldgica de Dulbecco
bufferada con fosfato sin magnesio ¢ calcio. Las células NIH-3T3 se
gepararon de las placas de cultivo de tejidos con tetra-acetato de
etilendiamina (EDTA) 5 wmM, pH 7,4. Las células NIH-3T3 se velvieron
al incubador para cultivo de tejidos durante 1-2 minutos y el frasco
(los frascos) se golped (golpearon) ligeramente para aflojar las
células. Las c¢élulas NIH-3T3 y las cé&lulas M-NSF-60 se
transfirieron a tubos de 50 ml y se lavaron dos veces con buffer de
reaccidbn (1x RPMI sin bicarbonato de sodio que contiene &cido N-2-
hidroxietilpiperazin-N’-2-etansulfénico (HEPES) 50 mM, pH 7,4).
Luego, las células NIH-3T3 se resuspendieron en buffer de reaccién
para una concentracién final de 1,5 x 10° células/ml. Las cé&lulas M-
NSF-60 se resuspendiercn en un buffer de reaccidén para una
concentracién final de 2,5 x 10° cé&lulas/ml.

[0284] Para el ensayo, se mezclaron en un tubo para ligadura 9 "1
de una solucidén de sacarosa 0,4 M estéril, 100 1 de ??°I-M-CSF
(Amersham, IMQ7228v) a una concentracidén final de 200 pM en RPMI-
1640 que contiene HEPES 50 wM (pH 7,4), 0,2% de albimina de suero
bovino y 100 (U1 de M-CSF no marcade a una concentracidédn final de 200
nM. Luego, se agregaron 50 0Ol/tubo de concentraciones crecientes de
un anticuerpo de ensayo. Con el fin de determinar la ligadura no
especifica de los anticuerpos, incluimos muestras a las cuales
también agregamos M-CSF 200 nM. A los tubos de control no agregamos
anticuerpo. Luego, por tubo se agregaron 15.000 células NIH-3T3 o
250.000 células M-NSF-60. Todos los tubos se incubaron a temperatura
ambiente durante 3 horas y se sometieron a centrifugacién a 10.000
rpm durante 2 min. Se cortaron las puntas de los tubos que contienen
las pellas celulares y se determind la cantidad de M-CSF ligado a
las cé&lulas usando un contador Gamma Packard Cobra II. Se determind
la ligadura especifica substrayendo la ligadura no especifica de la
ligadura total. Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Se
analizaron los datos de ligadura usando el programa de computacién
Graph Pad Prism 2.01.

(0285] Estos experimentos demuestran que los anticuerpos anti-M-
CSF de la invencidén inhiben la ligadura de M-CSF al receptor c-fms
en comparacién c¢on muestras de control. Ademds, usando varias

concentraciones de anticuerpos, se determind la ICs; para la
inhibicidén de la ligadura al receptor para los anticuerpos 252, 88,
1006, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4I, B8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4,
8.10.3 y 9.7.2 (ensayo de inhibicién al receptor, Tabla 3a y Tabla
3b) .
EJEMPLO VI
Determinacién de constantes de afinidad (K,) de anticuerpos
monoclonales anti-M-CSF mediante BIACORE™

[0286] Se realizaron mediciones de afinidad de anticuerpos
purificados mediante resonancia en la superficie de un plasmén
usando el instrumento BIACORE™ 3000, siguiendo los protocolos del
fabricante.

[0287Para los anticuerpos 3.8.3, 2.7.3 y 1.120.1, los experimentos



gse realizaron en un instrumento BIACORE™ 3000 a 25°C en solucién
fisioldgica bufferada con fosfato de Dulbecco que contiene 0,0005%
de Tween-20. Las concentracicnes de proteina se cobtuvieron a partir
de experimentos de velocidad de sedimentacidén o midiendeo la longitud
de onda de la muestra a 280 nm, usando coeficientes de extincidn
tedricos derivados de secuencias de amincAcidos. Para 1los
experimentos gque miden la ligadura del anticuerpo a antigenos
inmovilizados, se inmovilizé M-CS8F sobre un chip Bl mediante
procedimientos estdndar de copulacién directa con amina. Para les
anticuerpos 3.8.3, 2.7.3 y 1.120.1 se prepararon muesgstras con una
concentracién de 0,69 uM. Estas muestras se diluyeron mediante una
serie de 3 diluciones a 8,5 nM & 2,8 nM para obtener concentracicnes
en la gama aproximada de 1:100. Para cada concentracidn, las
muestras se inyectaron por duplicado con una velocidad de flujo de 5
ul/min durante 4 min. Se monitored la disociacién durante 2000
segundos. Los datos se ajustaron globalmente a un modelo de
ligadura simple 1:1 usando el software BIACORE™ Biaevaluation. Este
método se usd en todos los casos para obtener kg ¥y se encontrd que
este conjunto de datos se compard bien con el obtenido a partir del
ajuste global de los datos de asociacidn y disociacién.

[0288] Para los anticuerpos 252, 88 y 100, los experimentos se
realizaron en un instrumento BIACORE™ 3000 a 25°C en buffer HBS-EP
{HEPES 0,01 ™M, pH 7,4, NaCl 0,15 ™, EDTA 3 mM, O0,005% de agente
tenscactivo Surfactant P20). Para los experimentos que miden la
ligadura del anticuerpo a antigencs inmovilizados, se inmovilizd M-
CSF sobre un chip sensor CM5 Research Grade Sensor wmediante
procedimientos estandar de copulacién directa con amina. Las
muestras de anticuerpos se prepararon con una concentracién 12,5 nM
para los anticuerpos 252 y 100 y c¢on una concentracidédn de 25,0 nM
para el anticuerpc 88. Estas muestras se diluyeron mediante una
serie de dos diluciones a 0,78 nM para obtener concentraciones en la
gama aproximada de 1:15-30. Para cada concentracidn, las muestras se
inyectaron por duplicado en orden aleatorio c¢on una velocidad de
flujo de 30 0Ol/min durante 3 mwin. La disociacién se monitored
durante 300 seg. Los datos se ajustaron glcbalmente a un modelo de
ligadura simple 1:1 usando el software BIACORE™ Biaevaluation. Este
método se usd en todos los casos para obtener ks ¥ 82 encontrd que
este conjunto de datos se compard bien con el obtenido a partir del
ajuste glcobal de los datos de asociacién y disociacién.

[0289] La Tabla 4 muestra los resultados para los anticuerpos
252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3 y 1.120.1.
Tabla 4
252 88 100 3.8.3 2.7.3 1.120.1
Ky (M) 1,33 x 1,33 x [2,0x10*|4,0x107"°|4,7x10°° |5,4x107°
107t 1077
koss 1,03x10° (7,3x107° |1,7x107°
{1/s) 5

EJEMPLO VIT
Produccidn de anticuerpos 8.10.3 a partir de células hibridoma
8.10.3

[0280] Se produjo el anticuerpo 8.10.3 en frascos ‘“sparged
spinners” de 3L. El frasco “sparged spinner” de 3L es un recipiente
de wvidric (N.del T.: frasco de vidrio con entradas laterales) en el
cual se mezclan cultives con un rotor controlade wmediante una
plataforma magnética (N.del T.: en lo sucesivo se hace referencia a
“sparged spinner” como “frasco con rotor”). El frasco “spinner” se
conecta a lineas de gas para proveer alre con 5% de CO;. Las células
hibridoma 8.10.3 se descongelaron inicialmente en frascos de cultivo
celular T-25. Las células se expandieron progresivamente hasta que
hubo un ntmerc suficiente de células para sembrar en los frascos con



rotor (sparged spinners).
[0291] Dos frascos con rotor de 3L se sembraron con células
hibridoma 8.10.3 en wmedio para hibridomas libre de suerc con los
agregados mencicnados en la Tabla 5 para los dos frascos con rotor.
Las concentraciones indicadas para suero IgG Ultra low ({Gibco cat#
16250-078), L-glutamina {JRH Biosciences cat# 59202-500M) ,
aminodcidos no esenciales (Gibco cat# 11140-050}, Peptona (Difco
cat# 211693}, glucosa {solucidén patrdn preparada en casa a partir de
glucosa JT Baker cat# 1920-07), y agente anti-espumante C (Sigma
cat.# A-8011l} son las concentraciones finales en el medioc. El
balance de volumen en cada reactor es medio para hibridomas libre de
suero.
Tabla 5. Condiciones para cultivar hibridomas 8.10.3 en dos frascos
con rotor (sparged spinners} de 3L.

Condiciones Spinner 1 Spinner 2
Densidad de sembrade (1x10° células/ml) 0,16 ml 0,16 ml
Medio para hibridomas libre de suero (Gibco Balance Balance
cat# 12045-076)

Suero IgG Ultra low (Gibco cat# 16250-078) 5% 5%
L-glutamina {(JRH Biosciences cat# 59202-500M) |8 mmol/L gmmol/L
Aminodcidos no esenciales (Gibco cat# 11140- 1% i%

050)

Peptona (Difco cat# 211693) 19/L 1g/L
Glucosa 2 M (patrén preparado en casa a

partir de JT Baker Cgt#pl920-07) 89/L 8g/L
Agente anti-espumante C (Sigma cat.# A-8011) iml/L 1ml/L
[0292] Los cultivos se cultivarxon durante 15 dias y se cosecharon
cuandc la viabilidad era menor de 20%. La viabilidad se determind
mediante el método de exclusidn con azul tripano con un contador de
células automatico (Cedex, Innovatis). La recoleccién se realizd
mediante centrifugacidén y filtracidn subsecuente. Después de una

centrifugacidén durante 15 minutos a 7000 rpm vy filtracidn
subsecuente por un filtro estéril Millipore Opticap 4'‘ de 0,22 'm
{(cat# KVSCO4HB3) en una bolsa estéril TC-Tech de 10L (cat # P/N
12420 Bag Style CC-10-112420). Luego el filtrado se purificd segin
lo indicado en el ejemplo siguiente.
EJEMPLO VIII
Purificacidén de un anticuerpo anti-M-{SF

[0293] Se prepard una columna de proteina A (Amersham Pharmacia)
mediante el lavado con 3 volUimenes de columna de urea 8 M, seguido
por un lavado de equilibracién con Tris 20 mM (pH 8). Al filtrado

final del Ejemplo VII se agregarcn 2% v/v de Tris 1 M pH 8,3 vy 0,02%
de NalN, antes de cargarlo en la columna de proteina A via el método
de goteo por gravedad. Después de completar la carga, la resina se
lavé con 5 volimenes de columna de Tris 20 mM (pH 8), seguido por 5
volimenes de columna del buffer de elucidén (glicina 0,1 M, pH 3,0).
Se anoté cualquier precipitacidn y luego se agregd al anticuerpo
eluido un agregado de 10% wv/v de Tris 1 M, pH 8,3. Luego, la
proteina eluida se dializd en un volumen de buffer de didlisis (NaCl
140 mM / acetato de sodio 20 mM, pH 5,5) 100 veces mayor que la
cantidad del material eluido. A continuacidén del didlisis, el
anticuerpo se filtrd estéril con un filtro de 0,22 pm v se almacend
hasta uso posterior.
EJEMPLO IX
Tratamiento de monos y conteos de monocitos

[0294] A un mono cynomologus mache y uno hembra por grupo de
dosificacién se administrd intravenosamente vehiculce o anticuerpo
8.10.3 (producido segtn lo descrito en los Ejemplos VII y VIII) en

-

una dosis de 0; 0,1; 1 & S mg/kg en un volumen de dosis de 3,79




ml/kg durante un periodo de aproximadamente 5 minutos. Las muestras
de sangre para el andlisis en el laboratorio clinico se recolectaron
a las 24 y 72 horas después de la administracidén de la dosis vy
semanalmente durante 3 semanas. Los conteos de monocitos se
determinaron mediante dispersién de la luz usando un sistema Cell
Dyn de Abbott Diagnostics Inc. {Abbott Park, Illinois).

[0295] Con todag las dosis se observd una disminucidn (~25% a
85%) del total de monocitos en relacidn con la dosis adminisgtrada
(Figuras 1A y 1B}. A la semana 2, los conteos de monocitos con las

dosis de 0,1 y 1 mg/kg parecen rebotar hasta niveles cercanos al
control, mientras que los conteos de monocitos con la dogis de S
wg/kg siguen disminuyendo a la semana 3.

Andlisis del subconjunto de monocitos CD14+CD16+

[0296] Se extrajc sangre entera de primates en tubos Vacutainer
gue contienen heparina sédica. 0,2 ml de cada muestra de sangre se
agregaron a un tubo de centrifuga cénico de polipropileno de 15 ml
que contlene 10 ml de buffer de lisis de eritrocitos (Sigma), y se

incubaron en un bafic de agua a 37°C durante 15 minutos. Luego los
tubos se centrifugaron en una centrifuga Sorvall RT7 durante 5
minutos a 1.200 zrpm. El sobrenadante s=e aspird, la pella se

resuspendié en 10 ml de buffer FACS a 4°C (solucidn salina
balanceada de Hank / 2% de FBS / 0,02% de azida sdédica), y el tubo
se centrifugd nuevamente durante 5 minutos a 1.200 rpm. El
sobrenadante se aspirdé y la pella se resuspendid en un céctel de
anticuerpos que consiste de 80 J1 de buffer FACS a 4°C, 10 _Jl1 de
anticuerpo wonoclonal anti-CD14 humano conjugado con FITC (BD
Biosciences, San Diego, CA), 0,5 0l de anticuerpo monoclonal anti-
CD16 humano conjugade con Cy5-PE (BD Biosciences, San Diego, CA), v
10 01 de anticuerpo monoclonal anti-CD89 humano conjugado con PE (BD
Biosciences, San Diego, CA). La suspensién celular se incubd sobre
hielo durante 20 minutos, después de lo cual se agregaron 10 ml de
buffer FACS a 4°C y las células se centrifugaron como anteriormente.
El sobrenadante se aspird, y la pella celular se resuspendié en 400
01 de buffer FACS y las c¢élulas se analizaron con un citdémetro de
flujo FACSCaliber (BD Biosciences, San Jose, CA). Para cada muestra
se recolectaron datos para 30.000 células.

[0297] La poblacidén de monocitos se identificd mediante una
combinacién de wmediciones de la dispersidén de la 1luz delante
(forward) y a un &ngulo de 9%0° (ortogonal) de la luz incidente. Las
células del tipo monocito se analizaron adicionalmente por la
expesidén de CD1l4 y CD1l6. Se observaron dos poblaciones distintas de
monocitos, una gque expresa elevados niveles de CD14 con poca o©
ninguna expresién de (D16 (CD14++CD16-) y la otra que expresa
niveles menores de (D14, pero niveles elevados de CD16é (CD14+CD164+],
similar a los dos subconjuntos de monocitos descritos previamente en
sangre periférica humana (Ziegler-Heitbrock H.W., Immunology Today
17:424-428 (1996)). Para cada primate ensayado se determind el
porcentaje de monocitos dentro del subconjunto CD14+CD16+, después
de cada extraccidén de sangre realizada los dias 1, 3, 7, 14 y 21
después de la inyeccidn de 8.10.3.

[0298] En general, el tratamiento c¢on 8.10.3 resultd en una
reduccién del porcentaje de monocitos CDL4+CD16+ (vea Figuras 2A vy
2B). Los monos que no recibieron anticuerpo 8.10.3 mostraron niveles
de monocitos (CD14+CDl6+ relativamente estables. Los monocitos
CD14+CD16+ recibieron 1la denominacidén “proinflamatorios” debido a
que producen niveles mayores de TINF-C vy otras citogquinas
inflamatorias {(Frankenberger, M.T., et al., Blood 87:373-377
{1996)) . También se informé que 1la diferenciacién entre los
monocitos CD14++CD16- del fenotipo convencional y agquellos del
fenotipo proinflamatorio depende del M-CSF (Saleh M.N., et al.,



Blood B5: 2910-2917 (1995)).

EJEMPLO X
Tratamiento de monos y conteos de monocitos

[0299] A tres monos cynomologus machos por grupc de dosificacién
se administr® intravenosamente vehiculo (acetato de sodioc 20 wM, pH
5,5, NaCl 140 mM}, anticuerpc 8.10.3F purificadoc o anticuerpo
9.14.4T purificado con una dosificacién de 0, 1 6 5 mg/kg en un
volumen de dosificacién de 3,79 mL/kg durante un periodo de
aproximadamente 5 minutos. Los monos tenian una edad de 4 a 9 afies y
pesaron de 6 a 10 kg. Los dias 2, 4, 8, 15, 23 y 29 después de la
administracidén se recolectaron muestras de sangre para su analisis
en el laboratorio clinico. Los conteos de monccitos se determinaron
mediante dispersidén de la luz usando un sistema Cell Dyn de Abbott
Diagnostics Inc. (Abbott Park, Illinois).

[0300] Se observd una disminucién del cambio porcentual del
nimero total de monocitos para todas las dosis de anticuerpo 8.10.3F
Yy anticuerpo 9.14.4I1 en comparacién con los niveles de monocitos
previo al ensayo (Figuras 3A y 3B) (vea, por ejemplo, dia 4, 8, 15 y
23 en Figuras 3A y 3B).

[0301Todas 1las publicaciones y solicitudes de patente citadas en
esta memoria descriptiva se incorporan en ésta por referencia, como
si hubiese sido indicado especificamente e individualmente para cada
publicacidén o© solicitud de patente. A pesar de gque la invencién
precedente se describié a modo de ilustracidén en forma detallada y
se dieron ejemplos con el propésito de claridad de entendimiento,
seri facilmente aparente para los entendidos en el arte que en base
a las enseflanzas de esta invencién pueden efectuarse ciertos cambios
y modificaciones a la misma, sin apartarse del espiritu o alcance de
las reivindicaciones adjuntas.



SECUENCIAS
Clave:

Péptido seflal: minGsculas subrayadas

Regiones determinantes complementarias (CDRs) 1,2,3: MAYUSCULAS
subrayadas '

Dominic variable: MAYUSCULAS

Dominic constante: mindsculas

Mutaciones de la linea germinal en negrita

SEQ ID NO: 1

Secuencia nucleotidica de la cadena pesada [cadena gamma] de 252
atggagttggggectgtgctggattttecttgttgectattataaaaggtgtccagtgbCAGGTGCAGCT
GGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGETCAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTCAGTGACTACTACATGAGCTGGATCCGCCAGGCTCCAGGGARGEGGCTGGAGTGGATTTCA
TACATTAGTGGTAGTGGTAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
GGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCARATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATC
ACTGTGCGAGAGCCCTGGEGTGGGATGGACGT CTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCT
tccaccaagggcccatecgtcttecceectggegecetgetctagaagecacctecgagagecacagegge
cctgggctgectggtcaaggactacttececcgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggegetectga
ccagcggcgtgcacacctteccagetgtecctacagtectcaggactectactecectcagecagegtggty
acegtgeccteocagcaacttecggecaceccagacctacacctgeaacgtagatcacaageeecageaacac
caaggtggacaagacagttgagcgcaaatgttgtgtegagtgeccacegtgeccageaccacctgtgg
caggaccgtcagtcttectcttecceocccaaaacccaaggacacectcatgatcteceggacceetgag
gtcacgtgegtggtggtggacgtgagecacgaagaccccgaggtecagttcaactggtacgtggacgg
cgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagcagttcaacagcacgttecegtgtggtca
gegtectecaccgttgtgcaccaggactggetgaacggcaaggagtacaagtgeaaggtctocaacaaa
ggcctcccageccccatecgagaaaaccatctcoccaaaaccaaagggcageocccgagaaccacaggtgta
caccctgceccccatcccgggagygagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaagget
tectacccecagegacategeegtggagtygggagagcaatgggcagecggagaacaactacaagaccaca
cctececatgetggactecgacggctecttecttectectacagecaagetcacegtggacaagagecaggty
gcagcaggggaacgtcitctcatgetecgtgatgeatgaggectctgcacaaccactacacgcagaaga
gcctctecctgtctecgggtaaa

SEQ ID NO: 2

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 252
melglewiflvaiikgvgeQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWIS
YISGSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYHCARALGGMDVWGRGTTVTVSSA
stkgpsviplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavligssglyslssvy
tvpssnfgtgtytenvdhkpsntkvdktverkecevecppepappvagpsvil fppkpkdtlmisrtpe
vtevvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreegfnstfrvvsvitvvhgdwlngkeykckvsnk
glpapiektisktkggprepgvytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennyktt
ppmldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 3

Secuencia nucleotidica de la cadena liviana [cadena kappa) de 252
atgagggtcectgctcagetectgggactectgetactetggetececgaggigecagatgtGACATCCA
GATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCAA
GTCAGAGCATTAGCGGCTTTTTAAATTGGTAT CAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATC
TATGCTACATCCAGTTTGCARAGTGGGGTCCCATTCAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTT
CACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGAGTTACAGTG
TCCCATTCACTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCARACGRAactgtggctgraccatctgtette
atcttcecgecatctgatgagecagttgaaatctggaactgetagegttgtgtgoctgetgaataactt
ctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgecctecaatecgggtaactcccaggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagectecagecagcaccctgacgectgagcaaagea
gactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagteacccatcagggeoctgagetecgeccgtcacaaa
gagcttcaacaggggagagtgt

SEQ ID NO: 4
Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappa] de 252

?\F



mrvpagllgllllwlrgarcDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISGFLNWYQOKPGKAPKLLI
YATSSLQSGVPFRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSVPFTFGPGTKVDIKREvaapsvE
ifppsdeqglksgtasvvecllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsgesvtegdskdstyslsstltlska
dyekhkvyacevthgglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO: 5

Secuencia nucleotidica de la cadena pesada [cadena gamma] de 88
atggaatttgggetgtgetgggttttecttgttgctattttagaaggtgtccagtgtGAGGTGCAGCT
GGTGGAGT CTGGGGGAGGCT TGETCCAGCCTGGGEGETCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTTAGTAGCTATTGGATGAGCTGGGTCCECCAGGLCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCC
AACATAAAGCAAGATGGAAGTGAGAAATACTATGTGGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATT
ACTGTGCTCCGEGTATAGCAGCAGCTGGTAGGGCCTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCC
TCAGCTtccaccaagggcccatecegtectteecectggegeecctgetetagaageacectocgagageac
agcggccctgggctgectggtcaaggactacttcececcgaaccggtgacggtgtegtggaactcaggeg
ctctgaccageggegtgcacaccttecccagectgtecctacagtectecaggactctactecctecageage
gtggtgaccgtgcecctecageaactteggeracccagacctacacctgcaacgtagatcacaagecccag
caacaccaaggtggacaagacagttgagcgeaaatgttgtgtegagtgeccaccgtgecccagcaccac
ctagtggcaggaccgtcagtcttectectteoceecccaaaacccaaggacacectcatgatectceceggace
cctgaggtcacgtgcogtggtggtggacgtgagceccacgaagacccecgaggtccagttcaactggtacgt
ggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagecacgggaggagcagttcaacagcacgttecgtyg
tggtcagcgtccteacegttgtgcaccaggactyggctgaacggcaaggagtacaagtgecaaggtctcc
aacaaaggcctccocagecoccatcgagaaaaccatetccaaaaccaaagggeagecoccgagaaccaca
ggtgtacaccctgcecocatcccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacetgectggtea
aaggcttctaccccagegacategeegtggagtgggagagecaatgggcageecggagaacaactacaag
accacacctcecccatgectggactcegacggetecttettectetacagecaagetcaccgtggacaagag
caggtggcagcaggggaacgtcttctcatgeteegtgatgecatgaggetctgcacaaccactacacgce
agaagagcctctecctgtectecgggtaaa

SEQ ID NO: 6

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 88
mefglcwvflvailegvgcEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMSWVRQAPGKGLEWVA
NIKQDGSEKYYVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAPGIAAAGRAYWGOGTLVTVS
SAstkgpsviplapcsrstsestaalgelvkdyfpepvtvseswnsgaltsgvhtfpavlgssglyslss
vvitvpssnfgtgtytenvdhkpsntkvdktverkccvecppepappvagpsvilippkpkdtlmisrt
pevtcovvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreegfnstfrvvsvltvvhgdwlngkeyvkckvs
nkglpapiektisktkggprepgvytlppsreemtkngvsltclvkgiypsdiavewesnggpennyk
ttppmldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 7

Secuencia nucleotidica de la cadena liviana [cadena kappal] de 88
atgagggtccectgctcagetectggggctectgetactctggeteccgaggtgecagatgtGACATCCA
GATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTTGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGCCAA
GTCAGGACATTAGCAGTTATTTAAATTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATC
TATGCTGCATCCAGTTTGCARAGTGGGGTCCCATTAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTT
CACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTA
CCCCATTCACTTTCGGCCCTGGGACCARAGTGGATATCAAACGRactgtggctgcaccatetgtette
atcttecccgecatctgatgagecagttgaaatctggaactgetagegttgtgtgecctgetgaataactt
ctatcccagagaggcecaaagtacagtggaaggtggataacgecctecaategggtaactecccaggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagecteagcagcaccectgacgetgagcaaagca
gactacgagaaacacaaagtctacgectgegaagtecacecatcagggcetgagetegecegtcacaaa
gagcttcaacaggggagagtgt

SEQ ID NO: 8

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappal de 88
mrvpagllgllllwlrgarcDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCREPSQODISSYLNWYQQKPGKAPKLLI
YAASSLOSGVPLRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQSYSTPFTFGPGTKVDIKR L vaapsvE
ifppsdeqglksgtasvvcllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsgesvtegdskdstyslsstltlska
dyekhkvyacevthgglsspvtksinrgec




SEQ ID NO: ¢

Secuencia nucleotidica de la cadena pesada [cadena gammal de 100
atggagtttgggctecgctggatttttcttgtggetattttaaaaggtgtccagtgtGAGGTGCAGCT
GTTGGAGTCTGGGGEGAGGCTTGGTACAGCCTGEEEEETCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGEGECTGEAATGEETCTCA
GCTATTAGTGETCCTGGTGGTAGGACATACTT CGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAG
AGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGARCAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATT
TCTGTGCGETAGAAGGCTATAGTGGGCGCTACGGATTTTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTAGTC
ACCGTCTCCTCAGCCtcecaccaagggcccateggtettecceectggegeectgetectagaageaccte
cgagagcacagcggccectgggctgcectggtcaaggactactteccecgaaccggtgacggtgtegtgga
actcaggcgctetgaccageggegtgeacacctteccagetgtectacagtcctcaggactetactee
ctcagcagcgtggtgacegtgeoectecageaactteggeacecagacetacacetgcaacgtagatca
caagcccagcaacaccaaggtggacaagacagttgagegecaaatgttgtgtegagtgececaccgtgec
cagcaccacctgtggcaggaccgtcagticttectecttecececcaaaacccaaggacaccctecatgate
tcecggaccecectgaggtcacgtygegtggtggtggacgtgagecacgaagaccocgaggtecagttcaa
ctggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgeccaagacaaagccacgggaggagcagttcaacagea
cgttccgtgtggtcagegtecoteacegttgtgeaccaggactggetgaacggecaaggagtacaagtge
aaggtctccaacaaaggectocecageceecatecgagaaaaccatctccaaaaccaaagggcagecceyg
agaaccacaggtgtacaccctgccccratecegggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgaccet
gcctggtcaaaggcttctaccocagegacategeegtggagtgggagaacaatgggcagecggagaac
aactacaagaccacacctecccatgectggactecgacggectecttettectctacagecaagetcacegt
ggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttcteatgeteegtgatgeatgaggetectgeocacaace
actacacgcagaagagectcectcectgtectcegggtaaa

SEQ ID NO: 10

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 100
mefglrwiflvailkgvgeEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCARSGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVS
ATSGRGGRTYFADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYFCAVEGYSGRYGFFDYWGOGTLY
TVSSAstkgpsvfplapcsrstsestaalgelvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglys
lssvvtvpssnigtgtytcnvdhkpsntkvdktverkecvecppepappvagpsvElfppkpkdtlmi
srtpevtevvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreeqfnstfrvvsvltvwvhgdwlngkeyke
kvsnkglpapiektisktkggprepgvytlppsreemtkngvsltelvkgfypsdiavewesnggpen
nykttppmldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 11

Secuencia nuclectidica de la cadena liviana [cadena kappal de 100
atggaagccccagctcagcttctcttectectgetackctggetecccagataccactggaGARATAGT
GATGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCA
GTCAGAGTGTTAGCAGCAACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATC
TATGGTGCATCCACCAGGECCAGTGGTATCCCAGACAGGATCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACAGAGTT
CACTCTCATCATCAGCAGCCTGCAGTCTGAAGAT TTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTCTAATAACT
GGCCATTCACTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAACGAactgtggctgcacecatetgtette
atcttecegecatetgatgageagttgaaatectggaactgetagegttgtgtgectgetgaataactt
ctatcecagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgeectccaategggtaactcccaggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagectecageagecaccectgacgetgagcaaagca
gactacgagaaacacaaagtctacgecectgegaagtcaceccatcagggectgagetegecegtecacaaa
gagcttcaacaggggagagtgt

SEQ ID NO: 12

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappa] de 100
meapaqllfllllwlpdttgEIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSNLAWYQQOKPGQAPRLLI
YGASTRASGIPDRISGSGSGTEFTLIISSLQSEDFAVYYCQQSNNWPFTFGPGTKVDIKRtvaapsvE
ifppsdeglksgtasvvcllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsqesvtegdskdstyslsstltlska
dyekhkvyacevthqglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO: 14

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 3.8.3
mefglswvflvaiikgvgoQVQOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWES
YISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLSLOMNSLRAEDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAS
tkgpsviplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnegaltsgvhtfpavigssglyslssvvt




vpssnfgtgtytenvdhkpsntkvdktverkccvecppepappvagpsvilfppkpkdtlmisrtpev
tevvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreegfnstfrvvevltvvhgdwlngkeykckvsnkg
lpapiektisktkggprepqvytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttp
pmldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 16

Secuencia proteica de la cadena liviana {cadena kappal de 3.8.3
mdmrvpagqllgllllwfpgsrcDIOMTQSPSSVSASVGDRVTISCRASQODI SGWLAWYQQOKPGKAPKL
LISATSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQTNSFPFTFGPGTKVDIKREvaaps
viifppsdeglksgtasvvcllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsgesvtegdskdstyslsstltls
kadyekhkvyacevthqglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO: 18

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 2.7.3
mefglswvilvall racgeQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMEWVRQAPGKGLEWVA
FIWYDGSNKYYADSVKGREFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGYRVYFDYWGQGTLVTVSS
Astkgpsviplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavligssglyslssy
vtvpssslgtktytenvdhkpsntkvdkrveskygppcpscpapeflggpsvilfppkpkdtlmisrt
pevtcevvvdvsgedpevginwyvdgvevhnaktkpreegfnstyrvvsvltvlihgdwlngkeykckvs
nkglpssiektiskakggprepgvytlppsqeemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennyk
ttppvldsdgsfflysrltvdksrwgegnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 20

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappal de 2.7.3
mdmrvpaqllgllliwfpgsreDIOMTOSPSSVSASVGDRVTITCRASQDISSWLAWYOQRKPGKAPKL
QIYAASSLESGVPSRFNGSGSGTDFTLSISSLQPEDFATYYCQQTNSFPLTFGGGTKVEIKRtvaaps
viifppsdeglksgtasvvcllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsqgesvteqdskdstyslsstltls
kadyekhkvyacevthgglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO: 22

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 1.120.1
mewtwsflflvaaatgahsQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSYGI SWVROAPGQGLEWMG
WISAYNGNTNYAQKLODRVTMTTDTSTTTAYMELRSLRSDDTAVYYCARRAYGANFFDYWGQGTLVTV
SSAstkgpsviplapcsrstsestaalgeclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavligssglysls
svvtvpssnigtgtytcnvdhkpsntkvdktverkccvecppcpappvagpsvilfppkpkdtlmisr
tpevtcvvvdvshedpevgfinwyvdgvevhnaktkpreegfnstfrvvsvltvvhgdwlngkeykckv
snkglpapiektisktkggprepgvytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpenny
kttppmldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 24

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappal de 1.120.1
mvlgtgqviislllwisgaygDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSILFFSNNKNYLAWYRQKPGQ
PPNLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOAEDVAVYYCOQYYSSPRTFGOGTKVEIKREY
aapsviifppsdeqglksgtasvvcllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsqgesvtegdskdstyslsst
ltlskadyekhkvyacevthgglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO: 25

Secuencia nucleotidica de la cadena pesada [cadena gamma] de 9.14.41I
atggagtttgggctgagctgggttttecttgbtgetattataaaaggtgt CCAGTGTCAGGTGCAGCT
GGTGGAGTCTGGGEGGAGGCTTGAT CAAGCCTGGAGGGTCCUTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTCAGTGACTACTATATGAGCTGGATCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGGTTTCA
TACATTAGTAGTAGTGGTAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
GGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGECCGTGETATT
ACTGTGCGAGAGGCCTAACTGGGGACTACTGGEGCCAGGGAACCCTGGETCACCGTCTCCTCAGC TR
accaagggcccatcegteottccoccetggegecctgetetagaageacctocgagagcacageggeoct
gggctgectggtcaaggactacttecccgaaceggtgacggtgtcgtggaactcaggegetctgacca
geggegtgeacaccttcocccagetgtectacagtectcaggactetactecctcagecagegtggtgace
gtgccctecagcaactteggecacccagacctacacctgeaacgtagatcacaagecccagcaacaccaa
ggtggacaagacagttgagcgeaaatgttgtgtcgagtgeccacegtgecrageaccacctgtaggeag




gaccgteagtettocteticecccccaaaacccaaggacaccetecatgatcteceggaceectgaggte
acgtgegtggiggtggacgtgagecacgaagacccegaggtccagttcaactggtacgtggacggegt
guaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagcagttcaacageacgtteegtgtggtcageg
tocctecaccgttgtgcaccaggactggetgaacggcaaggagtacaagbgcaaggtctccaacaaaggce
ctecrageccccatcgagaaaaccatctccaaaaccaaagggoagececgagaaccacaggtgtacac
cctgeoccccateoccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtcaaaggettet
acccoagcdacategecogtyggagtgggagagecaatgggecagecggagaacaactacaagacecacacct
cccatgetggacteccgacggeteoctbcttectetacageaagetcacegtggacaagagecaggtggea
gcaggggaacgtettetecatgctecgtgatgecatgaggctectgeacaaccactacacgecagaagageo
tctcecectgtctececgggtaaa

SEQ ID NCO: 26

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gammal de 9.14.47T
mefglswvilvaiikgvgqeQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVS
YISS8GSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAs
tkgpsviplapesrstsestaalgeclvkdyfpepvtvswnasgaltsgvhtipavlgssglyslssvvt
vpssnfgtgtytenvdhkpsntkvdktverkcovecppepappvagpsvilfppkpkdtlmisrtpev
tcvvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreegfnstfrvvsvltvvhgdwlngkeykckvsnkg
lpapiektisktkggprepgvytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykttp
pmldsdgsfflyskltvdksrwaggnviscsvrhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 27

Secuencia nucleotidica de la cadena liviana [cadena kappal] de
9.14.4, 9.14.4T1, 9.14.4-Ser y 9.14.4-G1
atggacatgagggtccccogcetcagetectggggetectgetactetggebtccgaggtgecagatgTGA
CATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTCGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCC
GGCCAAGTCAGATCATTAGCAGTTTATTARATTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTC
CTGATCCATGCTGCATCCAGTTTGCARAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGAC
AGATTTCACTCTCACCATCAGTAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTT
ACAGTACCCCATTCACTTTCGGCCCTGGGACCAAAGTGGATATCAAACGRactgtggctgecaccatet
gtcocttcatcttceocgecatetgatgagcagttgaaatctggaactgectetgttgtgtgoctgectgaa
taacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgeecteccaatecgggtaactecee
aggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagacctecageageacectgacgetgage
daagcagactacgagaaacacaaagtctacgectgegaagteacccatcagggeectgagectegecegt
cacaaagagcttcaacaggggagagtgt

SEQ ID NO: 28

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappal de 9.14.4,
9.14.4T, 9.14.4-Ser y 9.14.4-Gl
mdmrvpagllgllllwlrgareDIOMTOSPSSLSASVGDRVTITCRPSQIISSLLNWYQOKPGKAPKL
LIHAASSLQSGVRPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQRSYSTPFTFGPGTKVDIKR L vaaps
viifppsdeglksgtasvvcllnnfypreakvagwkvdnalgsgnsgesvtegdskdsetyslsstltls
kadyekhkvyacevthgglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO: 37

Secuencia nucleotidica de la cadena pesada [cadena gamma)] de 9.14.4
atggagtttgggctgagctgggttttccttgttgetattataaaaggtgt CCAGTGTCAGGTGCAGCT
GGTGGAGTCTGGGGEGAGGCTTGETCAAGCCTGCAGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTCAGTGACTACTATATGAGCTGGATCCGCCAGGCTCCAGGGAAGEGACTGGAGTGGGTTTCA
TACATTAGTAGTAGTGGTAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATT CACCATCTCCAG
GGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCAAGGACACGECCGTGTATT
ACTGTGCGAGAGGCCTAACTGGGEACTACTGEGGCCAGGGAACCCTGGETCACCGTCTCCTCAGC T
accaagggceccatccgtottececoceotggegecctgetctagaageaccetecgagagecacagoggeoct
gggctgcctggtcaaggactacttoccecgaaceggtgacggtgtegtggaactcaggegetectgacca
gocggcegtgeacaccticeocagetgtectacagtecctcaggactctacteoctcagecagegtggtgace
gtgccectccagcagettgggecacgaagacctacacctgraacgtagatcacaageccagcaacaccaa
ggtyggacaagagagttgagtccaaatatggtceccccatgecccatcatgeccagracctgagttectgg
ggggaccatcagtcttectgttocececaaaacccaaggacactetecatgatctcececggacccectgag
gtcacgtgegtggtggtggacgtgageccaggaagacceccgaggtecagttecaactggtacgtggatgg
cgtggaggtgcataatgccaagacaaagecgegggaggageagttcaacagecacgtacecgtgtggtcea
gegtectcacegtectgeaccaggactggectgaacggcaaggagtacaagtgcaaggtetecaacaaa
ggectceecgtoctcecategagaaaaccatectoccaaageccaaagggeagaececgagagecacaggtgta




caccetgcocececatoocaggadggagatgaccaagaaccaggtcagectgacetgectggtcaaagget
tctaccecrcagegacatcgeecgtggagtgggagagcaatgggeageoggagaacaactacaagaccacy
ccteocegtgetggactecgacggetececttocttectctacageaggectaacecgtggacaagagcaggtg
gcaggaggggaatgtcttctcatgctecgtgatgcatgaggctetgecacaaccactacacacagaaga
gcctetecoctgtetecgggtaaa

SEQ ID NO: 3B

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 9.14.4
mefglswvflvailikgvgocQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVS
YISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAS
tkgpsvfplapesrstsestaalgelvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvt
vpssslgtktytenvdhkpsntkvdkrveskygppepscpapeflggpsvilfppkpkdtlmisrtpe
vicvvvdvsgedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreegfnstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnk
glpssiektiskakggprepgvytlppsgeemtkngvsltelvkafypsdiavewesnggpennyktt
ppvldsdgsfflysrltvdksrwgegnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 54

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma)] de 9.14.4C-Ser
mefglswvflvaiikgvgeQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVS
YISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAS
tkgpsviplapesrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavlgssglyslssvvt
vpssslgtktytenvdhkpsntkvdkrveskygppeppepapeflggpsvilfppkpkdtlmisrtpe
vtovvvdvsgedpevginwyvdgvevhnaktkpreegfnstyrvvsvltvlhgdwlngkeykekvsnk
glpssiektiskakggprepgvytlppsgeemtkngveltclvkgfypsdiavewesnggpennyktt
ppvldsdgsfflysrltvdksrwgegnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 56

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappal de 9.14.4C-
Ser, 9.14.4-CG2 y 9.14.4-CG4
mdmrvpagllgllllwlrgarcDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQIISSLLNWYQQKPGKAPKL
LIYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQOSYSTPFTFGPGTKVDIKRE vaaps
viifppsdeglksgtasvvecllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsgesvtegdskdstyslsstltls
kadyekhkvyacevthagglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO: 74

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 9.14.4-CG2
mefglswvilvaiikgvgecQVOLVESGGELVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVS
YISSSGESTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAS
tkgpsviplapcsrstsestaalgelvkdyfpepvtvswnsgaltsgvht fpavligssglyslssvvi
vpssnfgtgtytenvdhkpsntkvdktverkcevecppepappvagpsvEilfppkpkdtlmisrtpev
tcvvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreegfnstfrvvsvltvvhgdwlngkeykckvsnkg
lpapiektisktkggprepgvytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggqpennykttp
pmldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 78

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 9.14.4-CG4
mefglswvilvaiikgvgeQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVS
¥YISSSGSTIYYADSVKGREFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAS
tkgpsviplapcsrstsestaalgelvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavligssglyslssvve
vpssslgtktytenvdhkpsntkvdkrveskygppepscpapeflggpsvilfppkpkdtlmisrtpe
vtevvvdvsgedpevginwyvdgvevhnaktkpreegfnstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnk
glpssiektiskakggprepgvytlppsgeemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennyktt
ppvldsdgsfflysrltvdksrwgegnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 82

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gammal de 9.14.4-Ser

mefglswvilvaiikgvgeQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCARASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVS
YISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAS
tkgpsviplapcsrstsestaalgeclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavligasglyslsavvt
vpssslgtktytcnvdhkpsntkvdkrveskygppcppcpapeflggpsvilfppkpkdtlmisrtpe
vtevvvdvsgedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreegfnstyrvvavltvlhgdwlngkeykckvsnk




glpssiektiskakggprepgvytippsgeemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennyktt
ppvldsdgsfflysrltvdksrwgegnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO. 101

Secuencia nucleotidica de la cadena pesada [cadena gammal de
9.14.4G1
atggagtttgggctgagctgggttttecttgttgectattataaaaggtgtccagtgtCAGGTGCAGCT
GGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTCAGTGACTACTATATGAGCTCGATCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTGCAGTGGGTTTCA
TACATTAGTAGTAGTGGTAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTCGAAGGGCCCGATTCACCATCTCCAG
GGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATT
ACTGTGCGAGAGGCCTAACTGGGGACTACTEGGGCCAGGGARCCCTGETCACCGTCTCCTCAGCTE e
accaagggcccatcggtcectteocecetggcacecetoctecaagageacctetgggggeacageggecct
gggctgectggtcaaggactacttocergaaceggtgacggtgtegtggaactecaggegeecctgacea
gcggegtgceacacctteceggetgtectacagtectcaggactetactecetcagecagegtggtgace
gtgccctccagecagettgggecaccecagacctacatetgecaacgtgaatcacaagececagcaacaccaa
ggtggacaagaaagttgagcccaaatcttgtgacaaaactcacacatgeccecacecgtgeccageacetyg
aactcctggggggaccgtcagtecttectettccoccecaaaacecocaaggacaccctecatgatetecegyg
accectgaggtcacatgecgtggtggtggacgtgagecacgaagaccctgaggtcaagttcaactggta
cgtggacggcgtggaggtgeataatgccaagacaaagcococgegggaggageagtacaacagecacgtace
gtgtggtcagegtecteacegtectgeaccaggactggectgaatggecaaggagtacaagtgecaaggtce
tccaacaaagcccteccageccccatecgagaaaaccatetccaaagecaaagggcagococgagaaca
acaggtgtacaccctgececcatccegggatgagetgaccaagaaccaggtecagectgacctgectygg
tcaaaggcttctatcccagecgacatcgeccgtggagtgagagagcaatgggecagecggagaacaactac
aagaccacgcectececegtgectggactocgacggetecticttectectacagcaagetecaccgtggacaa
gagcaggtggcagcaggggaacgtcttcetecatgeteocgtgatgecatgaggetctgecacaaccactaca
cgcagaagagcctctcectgtcectecgggtaaatag

SEQ ID NO 102

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gammal] de 9.14.4G1
mefglaswvflvailikgvgeQVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVS
YISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAS
tkgpsviplapsskstsggtaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavligssglyslssvvt
vpssslgtgtyicnvnhkpsntkvdkkvepkscdkthteppepapellggpsvElfppkpkdtimisr
tpevtevvvdvshedpevkinwyvdgvevhnaktkpreegynstyrvvsvltvlihgdwlngkeykckv
snkalpapiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpenny
kttppvldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslislspgk

SEQ ID NO: 29

Secuencia nucleotidica de la cadena pesada [cadena gammal] de §.10.3
vy 8.10.3F
atggagttggggetgtgetaggttttecttgttgetattttagaaggtgtccagtgt GAGGTGCAGLT
GGTGGAGTCTGGGEGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTCAGTAGTTTTAGTATGACCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGARAAGGGGCTGGAGTGGETTTCA
TACATTAGTAGTAGAAGTAGTACCATATCCTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAATGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGACGAGGACACGGECTGTGTATT
ACTGTGCGAGAGATCCTCTTCTAGCGGGAGCTACCTTCTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTC
ACCGTCTCCTCAGCCteccaccaagggeccateggtectteccecctggegecetgectccaggageaccetce
cgagagcacagcggccectgggetgectggtcaaggactacticeccocgaaccggtgacggtgtegtgga
actcaggcgectetgaccageggecgtgecacacctteccagetgtectacagtectecaggactetactec
ctcagcagcgtggtgaccgtgecctecagcaactteggcacccagacctacacctgcaacgtagatea
caagcccagcaacaccaaggtggacaagacagttgagegcaaatgttgtgtegagtgeccacegtgece
cagcaccacctgtagecaggacegtcagtettcctettccceccaaaacccaaggacaccctecatgate
tceceoggaceectgaggtecacgtgegtggtggtggacgtgagocacgaagaceccgaggtccagtteaa
ctggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgecaagacaaagecacgggaggagcagttcaacagea
cgttcegtgtggtcagegtectecacegttgtgcaccaggactggctgaacggcaaggagtacaagtge
aaggtctccaacaaaggccteoccageccecatcgagaaaaccatctoccaaaaccaaagggecageoccy
agaaccacaggtgtacaccctgeccecateccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacet
gcctggtcaaaggcttcetacceccagegacatogecgtggagtgggagagcaatgggcagecocggagaac
aactacaagaccacacctcccatgctagactcegacggetecttettectctacagecaagctcacegt
ggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgecteccgtgatgecatgaggctctgcacaacce
actacacgcagaagagcctctcocctgtctececgggtaaa




SEQ ID NO: 30

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 8.10.3 vy
8.10.3F
melglcwvilvailegvqeEVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMTWVROAPGKGLEWVS
YISSRSSTISYADSVKGRFTISRDNAKNS LYLOMNSILRDEDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLV
TVSSAstkgpsviplapcsrstsestaalgelvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavligssalys
lssvvtvpssnfgtgtytenvdhkpsntkvdktverkecvecppepappvagpsvilfppkpkdt lmd
srtpevtcovvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreegfnstfrvvsvlitvvhgdwlngkeykce
kvsnkglpapiektisktkggprepgvytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpen
nykttppmldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 31

Secuencia nucleotidica de la cadena liviana [cadena kappal de
8.10.3FG1l y 8.10.3F
atggaaaccccagegecagcettctettcectectgectactetggeteccagataccaccggaGAATTTGT
GTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCA
GTCAGAGTGTTAGCAGCAGTTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAARCCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTC
ATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGA
CTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTA
GCTCACCTCTCACTTTCGGCGGAGGGACCARGGTGGAGATCAAACGAactgtggetgoaccatctgte
ttcatcttcecgecatetgatgageagttgaaatctggaactgectetgttgtgtgectgectgaataa
cttetatceccagagaggcecaaagtacagtggaaggtggataacgecctccaatecgggtaactceeccagyg
agagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacageetcagcagcacectgacgcetgagecaaa
gcagactacgagaaacacaaagtctacgcectgegaagtcaccecatcagggectgagetegecegteac
aaagagcttcaacaggggagagtgt

SEQ ID NO: 32

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappal de 8.10.3FGl
y 8.10.3F
metpagllflillwlpdttgEFVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLL
IYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLTFGGGTKVEIKRE vaapsv
fifppsdeglksgtasvvellnnfypreakvgwkvdnal gsgnsgesvtegdskdstyslsstltlsk
adyekhkvyacevthqglsspvtksinrgec

SEQ ID NO: 43

Secuencia nucleotidica de la cadena liviana [cadena kappa] de 8.10.3
Yy 8.10.3-Ser
atggaaaccccagegcagettctettectectgectactetggecteccagataccaccggaGAATTTGT
GTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGECCA
GTCAGAGTGTTAGCAGCAGTTACTTAGCCTGETACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTC
ATCTATGETGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCACGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGA
CTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTT TGTAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTA
GCTCACCTCTCACTTTCGGCGGAGGCGACCAAGGTGGAGATCARACGRactgtggctgecaccatetgte
ttcatcttecegecatctgatgagecagttgaaatctggaactgectetgttgtgtgectgetgaataa
cttetatceccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgeecctecaategggtaacteccagy
agagtgtcacagagcaggacagcaaggacagecacctacagectecagcagecacecctgacgetgageaaa
gcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgegaagtcacccatecagggectgagetegecegteac
aaagagcttcaacaggggagagtgt

SEQ ID NO: 44

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappal] de 8.10.3 y
8.10.3-Ser
metpagqllfllllwlpdttgEFVLTQSPETLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLL
IYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFVVYYCQQYGESSPLTFGGGTKVEIKREvaapsv
fifppsdeglkasgtasvvcllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsgesvtegdskdstyslsstltisk
adyekhkvyacevthgglsspvtksfnrgec




SEQ ID NO: 58

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma) de 8.10.3(C-Ser
melglewvilvailegvgcEVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMTWVRQAPGKGLEWVS
YISSRSSTISYADSVEGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLV
TVSSAstkgpsviplapcerstsestaalgclvkdyfpepvtvswnegaltsgvhtipavlgssglys
lssvvtvpssslgtktytenvdhkpsntkvdkrveskygppeppepapeflggpsvilfppkpkdtlm
isrtpevtevvvdvsgedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreeqgfnstyrvvsvltvihgdwlngkeyk
ckvsnkglpssiektiskakggprepgvytlppsgeemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpe
nnykttppvldsdgsfflysrltvdksrwgegnviscsvmhealhnhytgkslslspak

SEQ ID NO: &0

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappal de B.10.3-
CG2, 8.10.3-CG4 y 8.10.3C-8er
metpagllfllllwlpdttgEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASOSVSSSYLAWYQQKPGQAPRLL
IYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPLTFGGGTKVEIKRE vaapsy
fifppadegqlksgtasvvellonfypreakvgwkvdnalgsgnsgesvtegdskdstyslsstltlsk
adyekhkvyacevthqgglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO: 62

Secuencia proteica de la cadena pesada [gadena gamma] de 8.10.3-CG2
melglcwvilvailegvgecEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMTWVRQAPGKGLEWVS
YISSRSSTISYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGOGTLYV
TVSSAstkgpsviplapcsrstsestaalgelvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavligssglys
1ssvvtvpssnigtgtytcenvdhkpsntkvdktverkccvecppepappvagpsvilippkpkdtlmi
sripevtovvvdvshedpevginwyvdgvevhnaktkpreegfnstfrvvsvltvvhgdwlngkeyke
kvsnkglpapiektisktkggprepgvytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpen
nykttppmldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: %0

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 8.10.3-Ser
melglcwvilvailegvgcEVQLVESGGGLVQPGGSLELSCAASGFTFSSPSMTWVRQAPGKGLEWVS
YISSRSSTISYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLY
TVSSAstkgpeviplapcsrstsestaalgelvkdyfpepvtvswnsgaltegvhtfpavlgssglys
lssvvtvpssslgtktytonvdhkpsntkvdkrveskygppcppcopapeflggpsvilfppkpkdtlm
isrtpevtcvvvdvsqedpevginwyvdgvevhnaktkpreegfnstyrvvsvlitvlhgdwlngkeyk
ckvsnkglpssiektiskakggprepgvytlppsqgeentkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpe
nnykttppvldsdgsfflysrltvdksrwgegnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 94

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma)] de 8.10.3-CG4
melglewvilvailegvgecEVRLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMTWVRQAPGKGLEWVS
YISSRSSTISYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOQMNSLRDEDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLV
TVSSAstkgpsviplapcsrstsestaalgeclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtipavlgssglys
lssvvtvpssslgtktytcnvdhkpsntkvdkrveskygppepscpapeflggpsvEl fppkpkdtlm
isrtpevtevvvdvagedpevginwyvdgvevhnaktkpreegfnstyrvvevlitvihgdwlngkeyk
ckvsnkglpssiektiskakggprepgvytlppsgeemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpe
nnykttppvldsdgsfflysrltvdksrwgegnvEscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 97

Secuencia nucleotidica de la cadena pesada de 8.10.3FG1
atggagttggggctgagctgggttttccttgttgctattataaaaggtgtccagtgtGAGGTGCAGCT
GGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTCAGTAGTTTTAGTATGACCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGCGAAAGGGGLTGGAGTGGGTTTCA
TACATTAGTAGTAGAAGTAGTACCATATCCTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
AGACAATGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGACGAGGACACGGCTGTGTATT
ACTGTGCGAGAGATCCTCTTCTAGCGGGAGCTACCTTCTTTGACTACTGGEGCCAGGGAACCCTGGTC
ACCGTCTCCTCAGCCtccaccaagggeccatecggtecttececctggeaccctectccaagagecaccte
tgggagcacagceggecctgggctgectggtcecaaggactactteccegaaceggtgacggtgtegtgga
actcaggegcectgaccageggegtgeacaccttececggetgtectacagtectcaggactetactee




ctcagcagecgtggtgacegtgcectecageagettgggecacccagacctacatectgeaacgtgaatea
caagccecagcaacaccaaggtggacaagaaagttgagecccaaatcttgtgacaaaactcacacatgece
caccgtgcccagecacctgaactectggggggaccgtcagtecttectettocccocccaaaacccaaggac
accctecatgatctececggaccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtgagecacgaagacectga
ggtcaagttcaactggtacgtggacggegtggaggtgcataatgeccaagacaaagecgegggaggage
agtacaacagcacgtaccgtgtggtcagegtcctcacecgtectgecaccaggactggctgaatggecaag
gagtacaagtgcaaggtctccaacaaagceccctoccagecececatcgagaaaaccatctecaaagecaa
agggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgececccatecocecgggatgagetgaccaagaaccagy
tcagcctgacctgectggtcaaaggecttcectatcocagegacatecgecgtggagtgggagagecaatggg
cagccggagaacaactacaagaccacgccteccgtgctggacteccgacggetecttcttecctctacag
caagctcaccgtggacaagagecaggtggcagecaggggaacgtettectcatgetccgtgatgecatgagg
ctctgcacaaccactacacgcagaagagcecctcteococctgtctecgggtaaatag

SEQ ID NO: 98

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gammal de 8.10.3FG1l
melglewvilvailegvgeEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMTWVRQAPGKGLEWVS
YISSRSSTISYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLV
TVSSAstkgpsviplapsskstsggtaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavligssglys
lssvvtvpssslgtgtyicnvnhkpsntkvdkkvepkscdkthteppepapellggpsvElippkpkd
timisrtpevtcvvvdvehedpevkinwyvdgvevhnaktkpreeqymstyrvvsvltvlihgdwlngk
eykckvsnkalpapiektiskakggprepgvytlppsrdeltkngvsltclvkgfypsdiavewesng
gpennykttppvldsdgsfflyskltvdksrwggqgnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 33

Secuencia nucleotidica de la cadena pesada [cadena gamma)] de 9.7.2IF
atggagtttgggetgaactgggttttectigttgetattataaaaggtgtccagtgbtcAGGTGCAGCT
GETGGAGTCTGGEGGEAGGCTTGGETCAAGCCTGGAGGGT CCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTCAGTGACTACTACATGAGCTGGATCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTTTCA
TACATTAGTAGTAGTGGTAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
GGACAACGCCAAGAATTCACTGTATCTGCAAATGRAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATT
ACTGTGCGAGGCGTATAGGAGCTATGGACGT CTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCETCTCCTCAGCT
tccaccaagggcccatcegtetteccectggegecctgcectctagaagecacetecgagageacagegge
cctgggcetgectggtcaaggactactteocccgaaccggtgacggtgtegtggaactcaggegetetga
ccageggcgtgecacacctteoeocagetgteoctacagtectcaggactctacteocectcagecagegtggtyg
accgtgccctcragcaacttoggcacceagacctacacctgecaacgtagatcacaageccagcaacac
caaggtggacaagacagttgagegeaaatgttgtgtegagtgcccaccgtgeeccageaccacctgtgg
caggaccgtcagtcttectettcecccceaaaacccaaggacaccctcatgatecteccecggaccectgag
gtracgtgegtggtggtggacgtgagccacgaagaccccgaggtecagttcaactggtacgtggacygyg
cgtggaggtgcataatgccaagacaaagccacgggaggagecagttcaacageacgttecgtgtggtcea
gegtectcaccegttgtgeaccaggactggetgaacggecaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaa
ggccteccageecceccatcgagaaaaccatcteccaaaaccaaagggcageccecccgagaaccacaggtgta
caccectgecccocatcoccgggaggagatgaccaagaaccaggtcagectgacctgectggtecaaagget
tctaccccagecgacategecgtggagtgggagagecaatgggcagoecggagaacaactacaagaccaca
cctecccatgetggactecgacggetecttettectectacagecaagetcacegtggacaagagcaggtyg
goageaggggaacgtcttctecatgeteoocgtgatgoatgaggetctgecacaaccactacacgcagaaga
gccteteectgteteccgggtaaa

SEQ ID NO: 34

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 9.7.2IF
mefglswvflvailikgvgeQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVS
YISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARRIGGMDVIWGQGTTVTVSSA
stkgpsviplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnagaltsgvhtfpavlgssglyslssvy
tvpssnigtgtytenvdhkpsntkvdktverkecevecppepappvagpsvilfppkpkdtimisrtpe
vtevvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreegfnstfrvvevltvvhgdwlngkeykckvsnk
glpapiektisktkggprepgvytlppsreemtkngvsltelvkgfypsdiavewesnggpennyktt
ppmldsdgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 35

Secuencia nucleotidica de la cadena liviana [cadena kappal de
9.7.21IF
atggacatgagggtccccgectcagetectggggectecctgetactetggetccgaggtgeccagatgtGA
CATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCC




GGGCAAGTCAGAGCATTAGCGGCTTTTTAATTTGGTATCAGCAGAGACCAGGEGARAAGCCCCTAAGCTC
CTGATCTATGCTACATCCAGTTTACAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGAC
AGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGARAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTT
ACAGTACCCCATTCACTTTCGGCCCTGGGACCARAGTGGATATCAAACGAactgtggectgecaccatet
gtcttecatcttecegecatetgatgagecagttgaaatctggaactgectectgttgtgtgectactgaa
taacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgeccteccaatecgggtaactece
aggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagecctcagecagcaccctgacgetgage
aaagcagactacgagaaacacaaagtctacgectgecgaagtcacccateagggectgagetegecegt
cacaaagagcttcaacaggggagagtgt

SEQ ID NO: 36

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappal de 9.7.2IF
mdmrvpagllgllllwlrgarcDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISGFLIWYQQRPGKAPKL
LIYATSSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQOSYSTPFTFGPGTKVDIKREvaaps
viifppsdeglksgtasvvclinnfypreakvgwkvdnalgsgnsgesvteqgdskdstyslsstltls
kadyekhkvyacevthqgglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO: 45

Secuencia nucleotidica de la cadena pesada [cadena gammal] de 9.7.2
atggagtttgggctgagctgggttttccttgttgctattataaaaggtgtccagigt cAGGTGCAGCT
GGTGGAGTCTGGGEEGAGGCTTGGTCAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGAT
TCACCTTCAGTGACTACTACATGAGCTGGATCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGCGGCTGGAGTGGGTTTCA
TACATTAGTAGTAGTGGTAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAG
GGACAACGCCAAGARATTCACTGTATCTGCARATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATT
ACTGTGCGAGGCGTATAGGAGGTATGGACGTCTGEGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCT
tccaccaagggcccatcegtetteccecectggegecctgetectagaagecacectccgagageacagegge
cctgggetgecectggtcaaggactacttececcegaaccggtgacggtgtegtggaactcaggegetetga
ccageggcgtgeacacctteccagetgtectacagtectcaggactectacteectcagcagegtggtg
accgtgcectccagcagcttgggecacgaagacctacacctgcaacgtagatcacaageccageaacac
caaggtggacaagagagttgagtccaaatatggtcccccatgeccatecatgoccagecacctgagttec
tggggggaccatcagtcttcetgttceccceccaaaacccaaggacactetecatgatcteceggaceect
gaggtcacgtgcgtggtggtggacgtgagceccaggaagacceccgaggtccagttcaactggtacgtgga
tggegtggaggtgeataatgecaagacaaagecegegggaggageagttcaacagcacgtacegtgtagg
tcagcgtcctecacegtectgecaccaggactggectgaacggeaaggagtacaagtgcaaggtetccaac
aaaggcctcccgtectceccatcgagaaaaccatctccaaagecaaagggeagecccgagagecacaggt
gtacaccctgcecceccatcccaggaggagatgaccaagaaccaggtecagectgacctgectggtcaaag
gcttctaccecccagegacategecgtggagtgggagagcaatgggoagecggagaacaactacaagace
acgcectcecegtgetggactecegacggectecttettecctictacagecaggectaaccgtggacaagagoay
gtggcaggaggggaatgtcttctcatgectecgtgatgcatgaggctectgcacaaccactacacacada
agagcctctecctgtetcegggtaaa

SEQ ID NO: 46

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gammal de 9.7.2
mefglswvilvailikgvgcQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVS
YISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSTYLOMNSLRAEDTAVYYCARRIGGMDVWGQGTTVTVSSA
stkgpsviplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnegaltsgvhtfpavlgssglyslssvy
tvpsssligtktytcenvdhkpsntkvdkrveskygppepscpapeflggpsvilfppkpkdtlmisrtp
evtcovvvdvsgedpevginwyvdgvevhnaktkpreegfnstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsn
kglpssiektiskakggprepgvytlppsgeemtkngveltelvkgfypesdiavewesnggpennykt
tppvldsdgsfflysrltvdksrwgegnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 47

Secuencia nucleotidica de la cadena liviana [cadena kappal de 9.7.2
y 9.7.2-Sexr
atggacatgagggteccecgetcagetectggggctecctgetactctggectecgaggtgoccagatgtGa
CATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCC
GGGCAAGTCAGAGCATTAGCGGCTTTTTAATTTGGCTATCAGCAGAGACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTC
CTGATCTATGCTACATCCAGTTTACAAAGTGGGGTCCCATTARGGTTCAGTGGCAGTGAATCTGGGAC
AGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTT
ACAGTACCCCATTCACTTTCGGCCCTGGGACCARAGTGGATATCARACGAactgtggetgecaccatet
gtcttcatctteoccogeccatectgatgagcagttgaaatctggaactgecctectgttgtgitgectgetgaa




taacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgecctecaategggtaactecc
aggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagectcagecagcacecctgacgetgagce
aaagcagactacgagaaacacaaagtctacgectgecgaagtcaccecatcagggectgagetegecegt
cacaaagagcttcaacaggggagagtgt:

SEQ ID NO: 48

Secuencia proteica de la cadena liviana {[cadena kappal de 9.7.2 y
9.7.2-8er
mdmrvpagllgllllwlrgarcDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISGFLIWYQQRPGKAPKL
LIYATSSLOSGVPLRFSGSESGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYSTPFTFGPGTKVDIKRE vaaps
viifppsdeqlksgtasvvcllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsgesvtegdskdstyslsstltls
kadyekhkvvacevthgglsspvtksfnrgec

SEQ ID NO: 50

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gammal de 9.7.2C-Ser
mefglswvflvaillkgvgeQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVS
YISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCATRIGGMDVWGQGTTVTVSSA
stkgpsviplapcesrstsestaalgelvkdyfpepvtveswnsgaltsgvhtfpavlgssglyslssvy
tvpssslgtktytenvdhkpentkvdkrveskygppeppepapeflggpsvilfppkpkdtlmisrep
evtevvvdvesgedpevgfinwyvdgvevhnaktkpreeqfnstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsn
kglpssiektiskakggprepguytlppsgeemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykt
tppvldsdgsfflysrltvdksrwgegnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 52

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappal] de 9.7.2C-
Ser, 9.7.2-CG2 y 95.7.2-CG4
mdmrvpagllgllllwlrgarcDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISGFLIWYQOQKPGKAPKL
LIYATSSLOSGVPSRFPSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQOSYSTPFTFGPGTKVDIKREvaaps
viifppsdeqglksgtasvvcllnnfypreakvgwkvdnalgsgnsgesvtegdskdstyslastlels
kadyekhkvyacevthgglsspvtksinrgec

SEQ ID NO: 66

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gammal de 9.7.2-CG2
mefglswvilvalikgvgeoQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVS
YISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAIRIGGMDVWGQGTTVTVSSA
stkgpsviplapcsrsteestaalgelvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavlgssglyslssvy
tvpssnigtatytenvdhkpsntkvdktverkccvecppepappvagpsvilfppkpkdtlmisrtpe
vtcovvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreegfnst frvvsvltvvhgdwlngkeykckvsnk
glpapiektisktkgaprepgvytlppsreemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennyktt
ppmldadgsfflyskltvdksrwgggnviscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 70

Secuencia proteica de la cadena pesgada [cadena gammal de 9.7.2-CG4
mefglswvflvailikgvgeQVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVS
YISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARIGGMDVWGQGTTVTVSSAS
tkgpsviplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavlgssglyslssvvt
vpssslgtktytenvdhkpsntkvdkrveskygppcpscpapeflggpsvilfppkpkdilmisrtpe
vtovvvdvsgedpevginwyvdgvevhnaktkpreegfnstyrvvsvltvlhgdwlngkeykckvsnk
glpssiektiskakggprepgvytlppsgeemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennyktt
ppvldsdgsfflysrltvdksrwgegnvfscsvmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 86

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gammal de 8.7.2-Ser
mefglaswvilvalikgvgeQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWIRQAPGKGLEWVS
YISSSGSTIVYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARRIGGMDVWGQGTTVTVSSA
stkgpsviplapcsrstsestaalgclvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavligssglyslssvy
tvpssslgtktytonvdhkpsntkvdkrveskyappceppepapeflggpsvilfppkpkdtlmisrtp
evtevvvdvsgedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreeginstyrvvsvltvihgdwlngkeykckvan




kglpssiektiskakggprepgvytlppsgeemtkngvsltclvkgfypsdiavewesnggpennykt
tppvldsdgsfflysrltvdksrwgegnvfscsvmhealhnhytgkslslspgk

204493 /wpcl5777



Figura 1A. Cambios de los conteos de monocitos en monos macho a los cuales se

administré anticuerpo anti-M-CSF 8.10.3
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Cambio % con respecto al preensayo

Figura 1B. Cambios de los conteos de monocitos en
monos hembra a los cuales se administrd anticuerpo
anti-M-CSF 8.10.3
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Reduccién % en monocitos CD14+CD16+

Figura 2A
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Reduccion % en monocitos CD14+CD16+

Figura 2B
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Figura 33
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Figura 3B
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Figura 4

Figura 4a
Linea germinal V=012, J=JK3

252 e e em —mmmm - GF-- ~-------------- -T----- it et ek
—V--
Germen DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQOKPGKAPKLLIY AASSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC QQSYSTPFT

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
252 000 me-m-meee- (residuos 21-127 de SEQ ID NO: 4)
Germen FGPGTKVDIK (SEQ ID NO: 103)

J

Figura 4B
Linea germinal V=012, J=JK3
B8 = eeeeememcecdcnccceeeoeo “P-eD-recec ecrecrecrcaccne feacean B M i
Germen DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY AASSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC QQSYSTPFT

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

| 88 0 mm--mmm---- (residuos 21-127 de_SEQ ID NO: 8)

CDR3

CDR3



Germen FGPGTKVDIK (SEQ ID NO: 103)

J
Figura 4C
Linea germinal V=L2, J=JK3
100 0 mm e mm s e e mmme e ememe o —c- mme o emmmmeomo - 8 ---D-I-vec-memmmmme e mm e e e ---
Germen EIVMTQSPATLSVSPGERATLSC RASQSVSSNLA WYQQOKPGQAPRLLIY GASTRAT
GIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYC QQYNNWPFT

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3

100 m-m-—mm--- {residuos 21-127 de SEQ ID NO: 12)
Germen FGPGTKVDIK (SEQ ID NO: 107)

J
Figura 4D

Linea germinal V=L5, J=JK3

(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 16)

Germen DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC RASQGISSWLA WYQOKPGKAPKLLIY AASSLOS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QQANSFPFT FGPGTKVDIKR
(SEQ ID NO: 109) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 J




Figura 4E

Linea germinal V=LS, J=JK4

2.7.3  mmmmmmmmmmmmmcaaan B R------—- Q-- ----- B- ------ N--ommmmmm- [ Tt --
Pommmem mmmmm o

(residuos 23-130 de_SEQ ID NO: 20)

Germen DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITC RASQGISSWLA WYQQKPGKAPKLLIY AASSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QQANSFPLT FGGGTKVEIKR (SEQ ID NO: 117) FR1 CDR1 FR2
CDR2 FR3 CDR3 J
Figura 4F
Linea germinal V=B3, J=JK1
1.120.1  —--mmmmmmmmmmmmmm e m e m —— oo I-FF-------- --R------- 2 B e
i S---
Germen DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC KSSQSVLYSSNNKNYLA WYQQKPGQPPKLLIY WASTRES
GVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLOQAEDVAVYYC QQYYSTPWT
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3
1.120.1  ~---------- (residuos 21-134 de_SEQ ID NO: 24)
Germen FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 112)



CDR3

Figura 4G
Linea germinal V=3-11, D=D7-27, J=JH6
3.7 2 o
O S
Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR ALGGMDV
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
252 0 meem—ese-e- {residuos 20-136 de SEQ ID NO: 2}
Germen WGOGTTVTVSSA (SEQ ID NO: 106)
FR4
Figura 4H
Linea germinal V=3-7. D=6-13, J=JH4
L2 it it i e bt bbb b g
--=-P ~----- RAY#H
Germen EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSYWMS WVRQAPGKGLEWVA NIKQDGSEKYYVDSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMSLRAEDTAVYYCAR GIAAAGYFDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

88 0 ememmeme-- {residuos 20-138 de_SEQ ID NO: 6)

CDR3



Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 105)
FR4

Figura 41
Linea germinal V=3-23, D=D1-26, J=JH4

T B

---F-V EG---R-GF---

Germen EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSYAMS WVRQAPGKGLEWVS AISGSGGSTYYADSVKG
RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK H##YSGSYYYFDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3

100 -e-mee----- (residuos 20-141 de SEQ ID NO: 10)
Germen WGQRGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 104)

FR4
Figura 4J
Linea germinal V=3-11, D=D7-27, J=JH4
3.B.3 2  ~-mememmcrmceccmccmeccces mmmrmmccme mmmmceoo—o e F- m--mmmmmmmcecrmee memeemm e S-----m-em--
______ G- _———
Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG

RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR #LTGDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3




3.8.3 e----------- (residuos 20-135 de SEQ ID NO: 14}
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 108)
FR4
Figura 4K
Linea germinal V=3-33, D=D1-26, J=JH4
2.7.3 e e e e Fooommmmmmcmmem s
Germen QVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAAS GFTFSSYGMH WVRQAPGKGLEWVA VIWYDGSNKYYADSVKG
RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR GYS#YFDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
CDR3
2.7.3  meme-me----- (residuos 20-137 de_SEQ ID NO: 18)
Germen WGQGTLVIVSSA (SEQ ID NO: 110)
FR4
Figura 4L
Linea germinal V=1-18, D=D4-23, J=JH4
1.120.1  ----ce-mccceccmecmmeccmescs ceemeseece Cmesceo-oo--mo- —---o-co-e-oseo- o R



Germen QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKAS GYTFTSYGIS WVRQAPGOGLEWMG WISAYNGNTNYAQKLQG
RVIMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCA# #DYGGNYFDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
CDR3
1.120.1 ------------ (residuos_20-139 de_SEQ ID NO: 22)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 111)
FR4
Figura 4M
Linea germinal V=A27, J=JK4
8.10.3 B L T e e e V-
Germen EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC RASQSVSSSYLA WYQQKPGQAPRLLIY GASSRAT
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
8.10.3 = mmmmmemms ememmeooo- (residuos 21-129 de SEQ ID NO: 44)
Germen QQYGSSPLT FGGGTKVEIKR (SEQ ID NO: 114)
CDR3 J
Figura 4N

Linea germinal V=VH3-48, D=D1-26, J=JH4b



8.10.3 0 memmmememm e mm—m oo - P--T ---~----------- -=--R-~--8----=-- -------mmmmm oo
———————————— DPLLA-ATF---
Germen EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSYSMN WVRQAPGKGLEWVS YISSSSSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCAR H###IVGHH##FDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

CDR3
8.10.3  m,eee—eoe—-- (regsiduog 20-141 de_SEQ ID NO: 30)
Germen WGOGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 113)

J

Figura 40
Linea germinal V=012, J=JK3
9.14.4 00 mmmmmmmmm—e———me———--—- -P--TI---L-= -~--=-~--=c-o-- H ------- mmemmmmer o e -

(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 28)

Germen DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQOKPGKAPKLLIY AASSLQS

GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC QQSYSTPFT FGPGTKVDIKR

(SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3
J

Figura 4P



Linea germinal V=VH3-11, D=D7-27, J=JH4b

CDR3

CDR3

9.14.4 = ceemeeeemem e eemeecmee e memedemmes mmeeeeecdeecre cceerccccecocoo—-
____________ G-
Germen QVOQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR H#LTGDY
FRL CDR1 FR2 CDR2 FR3
9.14.4 @ mee—mem-—--- (residuos 20-135 de SEQ ID NO: 38)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 116)
J
Figura 4Q
Linea germinal V=012, J=JK3
9.7.2 GF-I ----R-----c==w-- -Teme-- se-L==--- EB-cmommmmmmmmm e e ---
------ FRZ _ _CDR2 PR3 _____CDR3_______
J
(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 48)
Germen DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY AASSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QQOSYSTPFT FGPGTKVDIKR
(SEQ ID NO: 1.03) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
J
Figura 4R

Linea germinal V=VH3-11, D=D6-13, J=JHéb



L3702
----- R R-G----
Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCA# H#I#GMDV
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

9.7.2 mmmemmmm---- (residuos 20-136 de_SEQ ID NO: 46)
Germen WGQGTTVTIVSSA (SEQ ID NO: 115)

J
Figura 48
Linea germinal V=012, J=JK3
9.14.41 T e T S ke : TEEEE T

(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 28)

Germen DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY AASSLOS

GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QQSYSTPFT FGPGTKVDIKR

(SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
J

Figura 4T

Linea germinal V=VH3-11, D=D7-27, J=JH4b

CDR3

CDR3



9.14 .41  mem oo m e m e oo e e e emam el e memm—o--
______ G----~
Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR HLTGDY

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3
9.14.4T  ------------ (residuos 20-135 de_SEQ ID NO: 26)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 116)

J

Figura 4U
Linea germinal V=A27, J=JK4
8.10.3F AP meem e mcmeememceces meme e ceamen memsmemmemeemmme mmmmmme mme e e e aemeae—e—eem—————
Germen EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC RASQSVSSSYLA WYQQKPGQAPRLLIY GASSRAT
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
8.10.3F  -—----=--- —----——-- - (residuos 21-129 de SEQ ID NO: 32)
Germen QQYGSSPLT FGGGTKVEIKR (SEQ ID NO: 114)

CDR3 J



Figura 4V
Linea germinal V=VH3-48, D=D1-26, J=JH4b
8.10.3F  ------s-m-emmemmmmmmmtem —oemm F--T ~--~---------- ===-R----8--~---- - m e
—————— DPLLA-ATF---
Germen EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSYSMN WVRQAPGKGLEWVS YISSSSSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRDEDTAVYYCAR ###IVGH#H#FDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2

CDR3
8.10.3F  -—----------- (residuos 20-141 de SEQ ID NO: 30)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 113)

g
Figura 4W
Linea germinal V=012, J=JK3
9.7.2IF  —----mmmmmmmmm e e e GF-I ----R---------- e et
FR1 CDR1 FR2 ___ CDR2 __ ___ ____  _FR3

.. —— ST oo o XTTSL ool S

(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 36)

Germen DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQOKPGKAPKLLIY AASSLOS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC QQSYSTPEFT FGPGTKVDIKR
(SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 FR2 CDR2

J

FR3

FR3

CDR3

_ - -] Eliminado: (SEQ ID NO:
b 36)



Figura 4X
Linea germinal V=VH3-11, D=D6-13, J=JH6éb
L A 3 8 S e et e e
----- R R-G----
Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCA# #I#GMDV
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3

9.7.2IF  ------------ (residuos 20-136 de SEQ ID NO: 34)
Germen WGQGTTVTVSSA (SEQ ID NO: 115)

J
Figura 4Y
Linea germinal V=012, J=JK3
9.7.2C-8@r -------m-mmmmmmmm——mmm oo oo GF-I --------c--u-m- Bl o L -—-

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3

(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 52)

Germen DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY AASSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC QQSYSTPEFT FGPGTKVDIKR
(SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 J

_ .~ Eliminado: (SEQ 1D NO:
- 52)



Figura 42
Linea germinal V=VH3-11, D=D6-13, J=JHé&b
9.7.2C-8 Y mmm - s m e e e e e e e o e mmm—em—— e
_____ R_G____
Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCA #I#GMDV
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

9.7.2C-8er ------------ (residuos 20-136 de SEQ ID NO: 50)
Germen WGQGTTVTVSSA (SEQ ID NO: 115)

J
Figura 4AA
Linea germinal V=012, J=JK3
9.14.4C-Ser - ------mm----o----o--- “P--I---L-- --e--eommmmmme mo—mmo

(residuos 23-130 de_SEQ ID NO: 56)

Germen DIQOMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQOKPGKAPKLLIY AASSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC QQSYSTPFT FGPGTKVDIKR
(SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

J

CDR3

CDR3



Figura 4BB
Linea germipal V=VH3-11, D=D7-27, J=JH4b
9.14 .4C-Ser

____________ G-----
Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR #LTGDY

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 . CDR3
9.14.4C-8er = ---------—--- (residuos 20-135 de SEQ ID NO: 54)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 116}

J

Figura 4CC
Linea germinal V=A27, J=JK4
8.10.3C-8€Y @ mmmmmm e et e eee e e m e e e

Germen EIVLTOSPGTLSLSPGERATLSC RASQSVSSSYLA WYQQKPGQAPRLLIY GASSRAT
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
Germen QQYGSSPLT FGGGTKVEIKR ({residuos 21-129 de_ SEQ ID NO: 60)
CDR3 J

8.10.3  mmmmmmmee mmeemeeooo (SEQ ID NO: 114)



Figura 4DD
Linea germinal V=VH3-48, D=D1-26, J=JH4b

B.10.3C-8er = ---mmmmmmmmmmmmmme—mecoe e F--T -=-srmm-mmnoon B T T
———————————— DPLLA-ATF---
Germen EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSYSMN WVRQAPGKGLEWVS YISSSSSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCAR H###IVGH###FDY

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

CDR3
8.10.3C-8exr = --------s--- {residuog 20-141 de SEQ ID NO: 58)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 113)
J

Figura 4EE
Linea germinal V=A27, J=JK4
B.10.37CG2 === mmmm === m == m e e e e e e m e
Germen EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC RASQSVSSSYLA WYQQKPGQAPRLLIY GASSRAT
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC

FR1 CDR1 FR2 CDR2
8.10.3-CG2 --------- -—--------- (residuos 21-129 de SEQ ID NO: 60)

FR3

1



Germen QOYGSSPLT FGGGTKVEIKR (SEQ ID NO:
CDR3 J
Figura 4FF
Linea germinal V=VH3-48, D=D1-26, J=JH4b
8.10.3-CG2 -=-===-===-m-mmmmmmmcee e F-e-T ---mmm-- mmm R mm 8 mmm i m e eaem e
—————— DPLLA-ATF---
Germen EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAAS GFTFSSYSMN WVRQAPGKGLEWVS YISSSSSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCAR ###IVGH###FDY
FR1 CDR1 CDR2 FR3

CDR3
8.10.3-CG2 -==---~---=-- (residuos 20-141 de_ SEQ ID NO: 62)
Gexrmen WGOGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 113)

J

Figura 4GG
Linea germinal V=012, J=JK3
9.7.2-C62 ~+------mmcemmmmcmmmmmees mmeme- GF-I --------- B e e e LT T ---
o PRI CDRL FR2  _CDR2 ____ ____ FR3 CDR3 g
{residuos 23-130 de SEQ ID NO: 52)
Germen DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY AASSLQS

GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC QQSYSTPFT FGPGTKVDIKR




(SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3
J
Figura 4HH
Linea germinal V=VH3-11, D=D6-13, J=JH6b
9. 7.2-C82 —- - - mm oo oo oo e e o e C e m oL e C oo~
_____ R_G____

(residuos 20-136 de SEQ ID NO: 66)

Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCA #I#GMDV
(SEQ ID NO: 115) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
CDR3
9.7.2-CG2  ------------
Germen WGQGTTVTVSSA
J
Figura 411
Linea germinal V=012, J=JK3
9.7.2-CG4 ---

(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 52)



Germen DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQOKPGKAPKLLIY AASSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QQSYSTPFT FGPGTKVDIKR
(SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
J
Figura 4JJ
Linea germinal V=VH3-11, D=D6-13, J=JH6b
I A 6 € R e e it
_____ R_G____
Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCA HI#GMDV
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
9.7.2-CG4 ------------ (residuos 20-135 de_SEQ ID NO: 70)
Germen WGQGTTVTVSSA (SEQ ID NO: 115)
J
Figura 4KK

Linea germinal V=012, J=JK3

CDR3

CDR3

9.14.4-C62 ~~~~smcmmmmmmmmeaooan P To o mDim & m oo oo e e -

(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 56)

Germen DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQOKPGKAPKLLIY AASSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC QQSYSTPFT FGPGTKVDIKR




(SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3
Figura 4LL
Linea germinal V=VH3-11, D=D7-27, J=JH4b
9.14.4-0B2 ~------m--mermcccmcmccmcsee mmmememeas S mmmemememee;eas CCtTeeossmemrEo—o-o S omo—seco-----==
______ G-----
Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR #LTGDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

9.14.4-CG2 ------------ (residuos 20-135 de SEQ ID NO: 74)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 116}

J
Figura 4MM
Linea germinal V=012, J=JK3
9.14.4-CG4 -----------mmmmm oo “P--T---L-- --------tettac s smmeee s mmmrmme oo meeoo-—--—-oo-
(residuos 23-130 de_SEQ ID NO: 56)
Germen DIQMTQOSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY AASSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QQSYSTPFT FGPGTKVDIKR
(SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3

CDR3



Figura 4NN
Linea germinal V=VH3-11, D=D7-27, J=JH4b

9.14.4-CG4 === == —=-m - mmmmmeme e et eeemeen oo
______ G-----
Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR #LTGDY

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
9.14.4-CG4 ------------ (residuos 20-135 de_SEQ ID NO: 78)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 116)

J

Figura 400

Linea germinal V=012, J=JK3

9.14.4-8€r ---------------mmmmmm - “P--TI---L-- -—-mmmmmm—m———— H —------ mmmmmmmmmmm e

(residuos 23-130 de_SEQ ID NO: 28)

Germen DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY AASSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC QQSYSTPFT FGPGTKVDIKR
(SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

J

CDR3

CDR3



CDR3

Figura 4PP
Linea germinal V=VH3-11, D=D7-27, J=JH4b
9.14.4-8@Y w-cc---emcememeemeeme-mme- mmeemec-mme mmEemmeeemeees mmemeemmecmmmc-es e mcemecce-cacceccaecaeoa
______ G-=-=-=--
Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR H#LTGDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
9.14.4-Ser ------------ (residuos 20-135 de SEQ ID NO: 82)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 116)
J

Figura 4Q0Q
Linea germinal V=012, J=JK3
9.7.2-8€Y —--m-mmmmmmmmmmmmmm e m e —m o GF-I ----R---------- -T----- ---L----- E--------emmemmee e - --=

FR1 CDRL__ PRz _  CDR2__ _ __ _ FR3 __ __ . CDR3,

(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 48) i

Germen DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQOKPGKAPKLLIY AASSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC QQSYSTPFT FGPGTKVDIKR
(SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

J

CDR3

_ -~ Eliminado: (SEQ 1D NO:
- 48)



Figura 4RR

Linea germinal V=VH3-11, D=D6-13, J=JH6b

9.7.2-8@Y ——+m-—mee e oo e o oo S m o —— o= —m o — e — e —— - - C MM —esS-—de=-t- Smoecm-eemo-—e---m--—-—--—-—--
= - R-G----

Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG

RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCA HIHGMDV

CDR3

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3
9.7.2-8er ------------ {residuos 20-136 de SEQ ID NO: 50
Germen WGQGTTVTVSSA (SEQ ID NO: 115)
J
}ié;;é.iéé e e oo o ceae el . - O, - - e e eeei oo

Linea germinal V=A27, J=JK4

8.10.3-SEY ~PFrommcomm e e e e e e e mmemel mmmimmn em e e —mm o

Germen EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC RASQSVSSSYLA WYQQKPGQAPRLLIY GASSRAT
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC
FR1 CDR1 FR2

CDR2 FR3
8.10.3-Ser --------- -------vc--- (residuos 21-129 de SEQ ID NO: 44)

Germen QQYGSSPLT FGGGTKVEIKR (SEQ ID NO: 114)

1
(SEQ ID NO: 86)§
9

Germ. DIQWTQSPSSLSASVGD
RVIITC RASQSISSYLN
WYQQKPGKAPKLLIY ABSSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQ
PEDFATYYC QQSYSTPFT

FGPGTKVDIKRY

{SEQ ID NO: 115).
FR1... CDRL.
FR2..CDR2... FR3...
CDR3. J1

1




CDR3 J
Figura 4TT
Linea germinal V=VH3-48, D=D1-26, J=JH4b
8.10.3-Ser
------ DPLLA-ATF- - -
Germen EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSYSMN WVRQAPGKGLEWVS YISSSSSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCAR H##IVGH#H#H#FDY .
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

CDR3
8.10.3-Ser ------------ (residuos 20-141 de SEQ ID NO: 90)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 113)

J

Figura 4UU
Linea germinal V=A27, J=JK4
8.10.3-CB4 ------mm s m oo m o o e e m e — e —m——e oo o -
Germen EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC RASQSVSSSYLA WYQQKPGQAPRLLIY GASSRAT
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

| 8.10.3-CG4 ---mmoomn coooooooooo (residuos 21-129 de_SEQ ID NO: 60)




Germen QRYGSSPLT FGGGTKVEIKR (SEQ ID NO: 114)
CDR3 J
Figura 4VV
Linea germinal V=VH3-48, D=D1-26, J=JH4b
8.10.3-CG4 ------------mmmmmmmmmmm o —— oo F--T -------------- —~~=R----8------- ------------oemoomomoo o
—————— DPLLA-ATF---
Germen EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSYSMN WVRQAPGKGLEWVS YISSSSSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCAR ###IVGH#HH##FDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

CDR3
8.10.3-CG4 ------------ (residuos 20-141 de_SEQ ID NO: 94)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 113}

J

Figura 4WW
Linea germinal V=012, J=JK3
9.14.4G1  --eeemmmmmeemem o e oo “P--I-==L-- =ecoccncccaon- - G e ---

{(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 28)

A\



Germen DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQOKPGKAPKLLIY AASSLQS
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYC QQSYSTPFT FGPGTKVDIKR
(SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3
Figura 4XX
Linea germinal V=VH3-11, D=D7-27, J=JH4b
9.14.4G]1l c---memmmememe e e e e s e e e e memmem e ee e - Emmmrmmmm— o mo-m-- —m-e-ece-rooso-o-
______ G- -
Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR #LTGDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

9.14.4G1  ------------ (residuos 20-135 de_SEQ ID NO: 102)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 116)

J
Figura 4YY

Linea germinal V=A27, J=JK4

L X o B § 2 S - B T I e e e e

Germen EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC RASQSVSSSYLA WYQOKPGOAPRLLIY GASSRAT
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

CDR3



8.10.3FGl ~---=---= mme------e (residuos 21-129 de SEQ ID NO: 32)
Germen QQYGSSPLT FGGGTKVEIKR (SEQ ID NO: 114)
CDR3 J
Figura 4Z2
Linea germinal V=VH3-48, D=D1-26, J=JH4b
8.10.3FGl ===-=-=--mmmmmmmm e e Fr-T ~veommmmmaaa- e - R T e T TP
—————— DPLLA-ATF- - -
Germen EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSYSMN WVRQAPGKGLEWVS YISSSSSTIYYADSVKG
RFTISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCAR ###IVGHHFDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

CDR3
8.10.3FGl  ~-----~~v-nn (residuos 20-141 de SEQ ID NO: 98)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 113)

J
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NI 860.041.367

TIPO PAGO BANCO

** Soporte del Pago ***

CUENTA No. PAGQO

FECHA PAGQO VR PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA

062754387 411754571

01/11/2011 44.764.000.00

CANT. RENTISTICO

*** Conceptos Pagados ***

CONCEPTO

Ve UNDITARIO  Vr CONCEPTO

1 50005-01-03 CAMBIO DE MODALIDAD Y MODIFICACIOMESARCAS Y LEMAS COMERCIALES

/

. Recibo deTaja Aplicado al Expediente No.

SUPERINTENDE

B E\\\\ M\

Fecha: 2

Tra. 1

Act. 3%9 CTO'INFOR

MACION

118.000.00 118.000.00
$118.000.00
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