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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Delegatura de propiedad Industrial

Division de Nuevas CreaC|oT\
SQLICI
PATENTE E E INVENCION
06-S449E
21. EXPEDIENTE No. N

54 TI’TU LO ANTTCUERPOS DIRTGIDOS A M-CSF

1

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL (03w16(00, Clzmis(09, A6IP\q(n

AbIK3Y] 4q .
71. SOLICITANTE s WARNER-LAMBERT COMPANY LIC y ABGENIX, INC,

DOMICILIO s Yorris Plains, New Jersey v Fremont, nm_.ler_se,,

Estados Unidos de Am&rica, respectivamente,

74. APODERADQ _ BfILIO FERRERO

C.C. 438.019 de Usaquén.

22. BOGOTA, D. C.,

(FORMA P-10)

90971 -Imprenta nacxonal de Colombi- 2004
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Industria y Comercio o
SUPERINTENDENCIA DE lNDUS Y COMERCIO
SUPERINTENDENCIA Rad: 06-034406- -00000.0000 mmo i6n
- Dep, 2020 NUECREAGIONGS | 7174548
' Tra: 11 PATENTEIYII Eve 378 FASENACIONALJ

l

Act 411 PRESENTACION

Folios: 315

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

3. Joseph Edwin LOW
4259 Fairway Drive,
Ann Arbor
Michigan 48103,

Estados Unidos de América.

5. Sirid-Aimee KELLERMANN

1000 Alamanor Avenue,
Menlo Park
California 94025,

Estados Unidos de América.

7. Mary HAAK-FRENDSCHO
8472 Willow Place,
Newark
California 94560,

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL  IQ - 04 -100%
” SOLICITUD DE:
Xl Patente de Invenc?n. [ Patente de Modelo de Utifidad.
& capitulo !. [] Capitulo I,
Nombre: WAI}NER-LAMBERT COMPANY
LLC'y ABGENIX, INC
sociedades constltwdas y existentes bajo
SOLICITANTE las leyes del estado de New Jersey y
(71) California, Estados Unidos de América.
Direccion: 201 Tabor Road,
Morris Plains
New Jersey 07950 IDENTIFICACION
Estados Unidos de Américay ce. ] NIT (7]
6701 Kaiser Drive, C.E. O Otro O
Fremont
California 94555 Cual
Estados Unidos de América NGmero
Domicilios:Morris Plains
New Jersey 07950
Estados Unidos de América y
Fremont
California 94555
Estados Unidos de América
Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 4°. No. 72-35 c.C. X NIT ]
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE| - 511 86 50 CE. O] oo [
O APODERADO E-mail: clientes@camyp.com. Cual
Domicilio: Boggta, Colombia. Namero 438.019 T.P 31.929
1. Vahe BEDIAN 7 2. Madhav Narasimha DEVALARAJA
@ 3 Frog Hollow Road, 690 Trego Circle,
East Lyme Ann Arbor
Connecticut 068333, Michigan 48103,
INVEN(;%R (ES) Estados Unidos de América. Estados Unidos de América.

4 .James Leslie MOBLEY
10195 Covington,

Brighton

Michigan 48114,

Estados Unic?e America.
6. lan FOLTZ

2108 Knightswood Place,

Burnaby,
Canada.

/

Estados Unidos de América.

British Columbia V5A4B9
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@ PCT (86) e y
Solicitud Internacional No. PCT/US2004/029380 Fecha: 9 de septiembre de 2004~

Publicacion Internacional No. WO 2005/030124 Fecha: 7 de abril de 2005

Titulo (54)
@ ANTICUERPOS DIRIGIDOS A M-CSF

@ Clasificacion Internacional (51) (931K16/90 < 1R (S {aD lP\%I'PI‘UQL .|A8M31)4c‘

Prioridad | (33) Pais de Origep/ (32) Fecha p (31) NOmero de Solicitud
/
siX no[l us /" | 10 de septiembre de 2003 60/502,163 i
Comprobante de pago No.: 06-25.686 Fecha: abril 3 de 2006
Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 463.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica. WARNER-LAMBERT COMPANY, LLC

Poderes, si fuere el caso. WARNER-LAMBERT COMPANY, LLC

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre ofras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

K ONO OO0O0 RROOX lzn:|®°|®
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'Cambio % con respecto al presnsayo

Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: EMILIO FERRERO

FIRMA : é&—a

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929
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APOSTILLE 23

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: The United States of America

THIS PUBLIC DOCUMENT
2. has been signed by CHRISTINA LONDON
3. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC

4. in the State of Connecticut for the term of July 22, 2002 to July 31, 2007

S 0

Pl s B e
CERTIFIED s c:uﬁ’ NOTARID stﬁ' nuuacua.o

« DE BOGOTA, HAGO G S'I'ARn(il:;":.:L-
| FOTOCORIA COINGIOE EL by i
£ aue uuemm

“ 167 ABR 2006
5. at Hartford, Connecticut 6.on Octeber 21, 2003

. .
.. &
JL-AN MANUFEL EDT I: RO EDINA ?JE

7.by SUSAN BYSIEWICZ, Secretary of the State of Connecticut et e l““Ii“lfL s AR

8. Number : 2003-11804

9. Seal :

10. Signature

Secretary of the State




VERIFIED STATEMENT
STATE OF CONNECTICUT )
) ss.
COUNTY OF FAIRFIELD ).

CARRIE WEBB OLSON, being duly sworn, deposes and says:

1. I am over 18 years of age, and am a member of the Connecticut State Bar. I am
an associate with the law firm of Edwards & Angell LLP.

2. The Colombian Trademark Representation and Power of Attorney attached hereto

is the original document.

(A

Carrie Webb Olson

Attorney at Law

Edwards & Angell LLP

301 Tresser Boulevard

Stamford, CT 06901
" Phone: (203) 975-7505

Fax: (203) 975- 7180

. s

& L
< covu MUTARID [ rm l:: LS um1

© O DE BUGDTA, itAn n |. S TaG U LA

Subscribed and sworn to before me P SOTUCOIA FojHCE

rurur-r IR sa

RJG'N\L

R

this_{7) day of October, 2003 _',-'{.--

7 s 01 ABR 2006 =
/ T e
) y JUAN B NGORL By lrF\Ol."'."HII.N‘%\j

h’\T\ U

Notal'y PUth AT e e e e el s/
Christina London
NOTARY PUBLIC

State of Connecticut
My Commission Expires 7/31/07

NYC_148419_1.DOC
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: 5 Repregentacién y Poder con autenticaclén notarial y Apostilie
CAVELIER 181 para patentes, modelos de utilidad, disefios  industriales,
ABOGADOS . mearcas de fibrica, nombres comerciales, ensefias, nomhres
EDIFICIO SISKI de dominio, lemas comerclales, Bcenclas,

BOGOTA 8 - COLomB

) A 8o Representation and Power-of-Attorncy wifh  notarial
. anthentication smd Apostille for patents, utllity models,

lodusirial designs, tredemarks, coupnercial names, trade

croblems, domatn games, slogons, Hoenses.

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER-OF-ATTORNEY

Lo UL REL T

Yo (nosotras), abajo firmado (sYI (we), fhﬂmdﬂfﬁlnﬂd “ comn nntamo sE%o | DEL CiRcuL

WARNER-LAMBERT COMPANY LLG

., DE BOGOTA, HAGO cunsTAMOUS 3
- ta 1
/! I roTocoma Comciue cnw ¢

domicilinde (g) an/or___ 201 Tabor Road

Morris Plains, New Jersey 07950, U,S,4, . .,

par ¢l presente mombramos a EMILIO FERRERO, tpe. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. §31; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, pa.
23555 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domjeflisdos en Iz Carrera 42
N® 72-35, Bogots, Colombia, tn obedeclmiento a 1o dispuesto en o
parigrafo lo del Artioulo 543 del Cédigo dc Comaroio, el primero como
principal y los demiis como suplentcs, en sy orden, como mis (nucstrog)
cpresenientas en todes los acuntog de propiedad indugirial con Mreuknd
Gam Teciblr  notificaciones y  nombrar spodersdos judisisles o
extrgjudiciales. E] primar represantante suplents reeraplazard al principal
¢n ceso de auscneia o impediments wmporal o definitive de equél. La
misoa regla ge aplicark cuando e segundo represcritante guplonte hayn
demnplalprhn:m.oelmalsemmdo.anulucnsus.nl
repressntant principsl, o of primero, o segundo suplents, cn 5B casg, o
ambos, declarardn su intencidn de no «erser 1a represepmcisa mediants
declaracitn autenticade por Notario Pdblico en Colorabin, o per Nemario
u otro Funcionario Piblico, o Cénsul ds Colombia, en e extranjer; ¥y &
5o trazare de impedimanto, con el certificado respectivo. Si alguno ds low
nombrades feltare definitivamente, ol siguiente tomard su iugar. Cuanda
cesare lo anscncia o impedimento del representants principzl, o da su
primery o scgundo suplentes, en su  cnso, podrin cjercer Ia
repruseatacidn, en su orden, uno U otros s=gln o caso, wumitndola por
¢l solo hecho de gjercarls, crsando en esc raormcoto ol ierciclo de la
represcntacién por 8l primerd, scgamdo o beyeer suplente en My cazo.
Ademis, conficro (conferimos) poder a los abogados mriba nombrados,
para obtener ln proteceitn de mi (Ruesta) propicdad Industrial y contra
la compefemicia deslen, a cuyo efecte mutorlzo (emos) a los dichos
apodirados para que me (nog) representen antc cunlesquicra mtidades o
personas, ejazan o no jurisdiccidn, copeclalments snte 1as del orden
odminiswetivo, comencioso- adminfstrativo y judicial, a5l como los
.n'bunalcs de wmbitramsnto, en todo lo concemicnte a Tog siguientes
amntes: o) Obtencidn de patentes de ipvencién, modelos de utilidad ¥
discfios industriales; ¢l registto dc  mnarcas de  fbrica, colectivas,
defcngivas, de servicio, lomas comerciales, noambres comerciales,
enstfing, nombres de dornlnio, variedadey vogetales y denomineciones de
origen; Su renovacién, waspaso, camblo de nombre o domicilio,
cancelacidn voluntars; v el registro de licencias de Lao de esos derechos;
b) Las occipnes de compewncla desleal, proteceién del consumidor,
oposicionss u obeervaciones, cancslacidn edministrativa y judieial,
mulidad, mecdidas cautolares, concesidn de lleencizs, Ia wateln, Ia
prowescitn & cecrclos indugiriales, ¥ en genernl loa juiclos civiles,
penaizs, administratives o contencgiose adminismativas relacionados con

C CAVELIER ABOGADOS
WPPODEDE-1 Bl (MINLITA N*12.1.1,2.4 USA)
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in duc compliance with ths terms dﬂmaumd?gﬂdmwlg‘;m
Commereial Code, do hersby £ O', Ipe. 318
GONZALO PERDOMO, tpe. 831, t.uz"“ci.“‘a’iaﬁﬂtm‘br#m‘%h
23555 and GERMAN CAVELIER, mpa. §32, domicfled at Carrers 4a N*
72 35, Bogoth, Colombia, the flest a8 prinsipal and the others
alternaras, in the order of their uppointmont, a8 our representatives for all
industrial property matters with fculty to reccive notifications and to
appoint attorneys in and our of Coust, The first elrernate shall veplace the
principal in case of his abaenoca or of tamporyl or definitive impediment.
‘The same rule will apply when the second altermate represcntadve is to
replece the first one, or when the third I to replzec tha first or second
altcrnates in their tumn, or both of them, socond. In such capes, the
principal representative, or the first or gecond alternates in thelr turn, or
both of them, shall state their intention not to act as reprcsenmtives
through a declerstion given bafare 8 Natary Public in Colombia, or befors
& Notary or another Public Official or a Colomblan Consul abroad; and in
<ase of impediment, the approprinte certificate shall suffics. I any of the
appoinisea were to be definitely absent, the following alterngso shell take
hit placc, When the mbsence or impediment of the princlpal
representstive, or of the frst or second altemate fn thelr turn ceascs, the
reprosentation can be micen again in thelr sequsnce, by the principal, the
first or sacond alternaic depending on case, snd the mere fact or its
excroise will suffice. The cxerclse of the representetion by the firsy
second or third alternates {n their turn shall end at auch time. [n addition,
wo gpunt n Power of Attomey in favor of the above named
fftorncys @t law 5o that they may obtain the protection of my (our)
indugtrial property and ageinst the unfhir competition, for which purposa [
{wc) guthorize the szid aftorneys © reprosent me (un) beforc any
authoritics or persons, with or without jurisdiction, specially thosc
administradve, ve contentious and judiclel, &s well as befors
Arbitratdon  Court, o}l roatters conceming the following: a)
Oboainment of potests, utility modsly end industrisl designs; the
registtaiion of trodemmks, collective, deftnsive and gervice marks,
slogans, commercial names, wade cmbliems, domain names, vegetal
varictics and denominntions of origin; its rencwal, assignment, change of
name or domiclle, voluntary cascallaxtion; and the registration of liccnses
of use of the sbove rights; b) Actions of unfhir compctition, protection to
the comsumer, oppositions or gbservations, adminiswative or Court
cancellation, nullity, infringpement, granting of licensca, the action for writ
rumdarnys, the protootion of treds secreme, and in geueral the givil, penal,
ond adonpistrative guits relading 1o those rights; actione and suits
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CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO)

A los dlas del rnes de
de Z00 ante mi, Notario Poblico o Funcionario Aworizado
do ——

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL) =

Oa this day of
200___ befare me, 8 Nowary Public ar Attesting Official of___

comparecid{eron} personabmenre

persanally appeared

a qu:ien(es) doy fe de copocer Y me consta que ce{son) la(s)
persona(s) fumante(s) del documento que preceds, y quico(es)
tiene(n) capacidad iegal para otergerlo )

Notario Piblice o Funcionario Autorizads ~Notary Public or Attasting Oficial

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)
Hoy_ C] a  Sepnetdic de 20033
can%m 1 Te(ed ;

1o me known, and kmown to mc to be the person(s) wha
exeeqted that foregoing document, end who has(have) legal
cepacity 1o cxecute it

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Ouﬂ:ls_ﬁ_dnyof__mmw 2007 _
R 7T N 27 Y

quien(es) cooozco persomalmente y que fimua(n) esteo
documnsnto ca represenmacidn de 12 Sociedad/compadin
denominada ___ WABNER-LAMBERT COMPANY LIC

who(m) [ lowow personally and who(a) signed this docurnent 28
representative(s) of the Corporation/Company named
WABRNER-LAMBERT COMPANY T.Y.C

Certifico;
1. Que he visto los sipuientes donmentos:*

CeQIPCAOC  OF CONSTITOCLN , Jicessi
11007 . OELAwAER

2. Que dichos documentos pruchan lo sigoiente:
2.1. Quo __ WARNER-LAMBERT COMPANY LLC

- -

1 certify: 4 ;;'\n:) lw;r'mm BERFG
£ BOSOTA HAGD CCH

1. That] have seenthe g dosrrroemes
H) GUE HETEMTO A

Certificate of,¥ormation D&

Delaware, ; . 0] ABR 2006

2, Thatthe sbove dacuments duly provs the f‘ﬂb;;dﬂﬁ / " ;

1 EIRCULO

Iy

2.1 Thar_ WAKNER~LAMBERY OOMBANT MED tEDina
- et P -y I

es una Sociedad/Compriia le t constinuida y existeqrs
de acucrdo con las leyes del tado de Delawvare,
Estados Toides de Amg—r_igg_

T G sl e ¥ Gt =

is a Corporation/Company legally constihxed and in existencd
in eccordsuces whh the laws _State of Delswmre,
Tanived Btetas of Anerics

2.2. Que ¢l domcilio de dicha Sociedad/Campaiia es
201 Tsbor Boad, Morxis Plaing
New Jerwey.07950, E.U,A,

2.2, 'That the doxgicile of said Carporation/Campany is
20% Tabor Boad, Moriis -Plains,
New Jexsey 07950, U, S A, .

2.3, Que e] objeto u gbjeros para Jos cuales se otowga ol presenie
poder estin comprendiios degtro del objeio social de la
menticnada Sociedad/Compatiia.

2.4, Que el(iss) Sr(Sres) EVOWVT Q_?edwnn

23. That the purpose or purposey for which the pregent Power
of Attausy is gramted arc conyprissd within the corpoyation

set forth m the charter of the ioned
Cerpomtion/Compaay-
2.4. That Mr.(Messrs.) Y an

csta(B) autorimdo(s) para Olorgar ol prescmre Foder,
wmaad_ MO 21s PLanS
eemdo_ N@ W 1er8€M -
oy O %Epﬂﬁq%’"\i e 2002

Notario Péblico o Fumcionaria Autorizado — Notery Public or Attesting Oficial,

* Loz doaumentos deben identificarss com fochs y origen

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOI-181 (MINUTA N*12.1.L.2.6 USA)

ia(are) authorized to grent the present Power of Attomney.

City_ _Mys oS PQains

Sute €U

This_Gth __dayor_Sepleenbe 2003

Moawgm

# Documnents must be identificd with dute and origin

MARY M, HELMKEN
Notary Public of New Jersey
My Commission Explres April 22, 2004

P~ 4

Gadbury Schreppes Legal - %’&38/003

’,r
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06/16/2003 09:22 FAX 2039685654 Cadbury Schreppes Legal . . [%007/003 %

L] . ‘ 1

- . v s

' Estos derechos; mcoiones y Procesos quo promovamios 1a ¢ nos instituted by me (us) or agninst me (us). And thee In all the sBove marters

prorayucvan. Y para que en todos los asunws zrriba determinedos, pusdan they may substitute this Power of Attomey, compromise, conciliee, alimit
sustituir este mandato, tranpigir, conclliar, admitir lez hechos del the facts of the cuss, desist, cancel, receive, Tosign, and ratfy acis done by
proceso, desistir, caneclar, reclbir, renuncigr, y rutificar los ectos de represcntutives without s power of amomey.

agentes pficiosos.

Dadoyﬁnmdohoylﬁ‘tvenandsimnd this q/ ?_/ 83
en/in Wl&ff‘r&ﬂ&lﬁj RJ ©7767

por/by E ;\:) \A'Al‘flr C&W\Mﬂfb
Flma h’s ;';;ﬂ;’ 5“'-3{_% Signmture

L oI T a

” L " -
+ B0 movario s:'ﬂro €L cmc-_n_'d'?

DE BOGOTA, HAGN €o Tan g e
. . UE LA 7
' FOToeora COINCIDE e} ¢ nmsmlt.n:.-'

v

2
H

« JUANMANUEL 30TER D itz tina 4
NOTARIG ;

o
b WEEa 4
W it L o RO LT

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEDI-181 (MINUTA N*12.1.7 2.6 LSA)
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APOSTILLE
(Conventlon de La Haye du 5 octobre 1961)
1. COUITY . 1asinereatusasremsssstorsrretsamsssaecnnnnss inmrarensne srors
This public document
2. kas been signed by ..vvoonee . tererrmananan A teeeremnas
3. actng in the capacity 0f . rvoii ot i irre e e aees
4. bears the seal/sterop of ..... cmreseiann .
Certified
5, -3 I, 6.the........ Ceesesmanssnnnnnusue
7. BY ceeieeina ernrmeceberaren vavass Ciuemmnan Y
B, No. ......... ceees - SO SRR E T TITTETLITT I N
* = - s
i %+ coma
2. Seal/stamp 10. Signaturs ; goma r?(?;: '263: Nsﬁﬁ}gﬁ},ﬁi"kﬁ?
! FOTOCOPIA CHNCIDE GaN £ ORIGINALS,
¥ QUEH Tx-:mnonmw-n g
P U AN YR RN IR dsyaca Bt ay L ....------.......:-.:. Faeinas e :g
; U ABR 2008 :
SO AL ST oY -'-‘c'.ialil“j
, NIITARLA, L
M e e ey a4 g

@ CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOL-181 (MINUTA N\ 2,1.1.2.6 USA)



TRADUCCION OFICIAL No. 24.12/03 preparada por Maria Elvira Martelo, traductora
oficial aprobada por el Ministerio de Justicia mediante resolucion 2879 de 1999 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

A continuacion se traducen los sellos y legalizaciones de un docu e;1to de Poder en
inglés y espariol, por el cual WARNER-LAMBERT COMPANY LLC, domiciliada en 201
Tabor Roay'Morris Plains, New Jersey 07950, EUA, otorga poder a EMILIO
FERRERO, GONZALO PERDOMO, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ Y GERMAN
CAVELIER.

Dado y firmado el 9 de septiembre de 2003 en Morris Plains, NJ..07869 /Por Eva'n

COMD NOGTARIO SERCO MEL f'm.u .0
DF UOGUTA, HAGD €O R OUE LA é

§ FOTOCOP!A COINGIDE ©
Federman . DUE HF TENIDO .

(Firmado) Secretario Asistente. 01 ABR 2005

*

lLHN MANUEL B85 TENO l\ EDINA
: NnTAmo .~$
et sk R i TR nAd

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD) en inglés y espanol‘ referente a la
existencia legal de WARNER-LAMBERT COMPANY LLC y a la capacidad legal de
Evan J. Federman para otorgar poder. Dado y firmado en la ciudad de Morris Plains,
Estado de New Jersey, el 9 de septiembre de 2003. (Firma ilegible), Notario Publico.

(Sello notarial) MARY M. HELMKEN, Notario Publico de New Jersey. Mi comision

expira el 22 de abril de 2004.

DECLARACION VERIFICADA

ESTADO DE CONNECTICUT

CONDADO DE FAIRFIELD

(



y 23
\

CARRIE WEBB OLSON, habiendo tomado el debido juramento, declara y dice:
1. Tengo més de 18 afios de edad y soy miembro del Colegio de Abogados
del Estado de Connecticut. Soy asociada de la fima de abogados Edwards & Angell

LLP.

2. La Representacién y Poder para asuntos de Marcas en Colombia anexo

es el documenta original.

(Firmado)

Carrie Webb Olson
Apoderada

Edwards & Angell LLP
301 Tresser Boulevard
Stamford, CT 08901
Teléfono: (203) 975-7505

F '5’.4_:!";.“7._'-__. N
' Getbqarao s0]/ oal ciRclie
Suscrito y jurado ante ml hoy 17 de octubre de 2003 g:'"“"m Souncice (P m. orvon
sl Ay
(Firma ilegible), Notario Pablico V4 ’ N
Tty e ORI

w
B e 7

PRSP 2 et
(Sello notarial) Christina London, NOTARIO PUBLICO, Estidp 4& Cofhétictitai
. NOTARID

comision expira el 31 de julio de 2007.

APOSTILLA
(Convencidn de La Haya del 5§ de octubre de 1861)
1. Pals: Estados Unidos de América
ESTE DOCUMENTO PUBLICO
2. ha sido firmado por CHRISTINA LONDON
3. actuando en su capacidad de NOTARIO PUBLICO



o

4. del estado de Connecticut por el término 22 de julio de 2002 a 31 de enero de 2007

5. en Hartfod, Connecticut
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ANTIBODIES TO M-CSF

[0001] This application claima the benefit of United States Provigional
Application 60/502,163, filed September 10, 2003,

Background of the Invention
[0002] “Macrophage colony stimulating factor (M-CSF) is a member of the
family of proteins referred to a3 colony stimulating factors (CSFs). M-CSFiss
secreted or a cell surface glycoprotein comprised of two subunits that are joined by
a disuifide bond with a total molecular mass varying from 40 to 90 kD ((Stanley
ER,, et al., Mol. Reprod. Dev., 46:4-10 (1997)). Similar to other CSFs, M-CSF is
produced by macrophages, monocytes, and human joint tissue cells, such as .
chondrocytes and synovial fibroblasts, in response to proteins such as interlenkin-1
or tumor necrosis factor-alpha M-CSFsthnllllatutheformntionofmcmph.age
colonies from phuripotent hematopoietic progenitor stem cells (Stanley B.R., &t al.,
Mol. Reprod. Dev., 46:4-10 (1997)).
[0003] M-CSF typically bind to its receptor, c-fins, in order to exert a biological
effect. c-fms contains five extracellular Ig domeins, one trengmembrane domain,
and en intracellular domain with two kinase domains. Upon M-CSF binding to ¢-

' fms, the receptor homo-dimerizes and initiates a cascade of signal transduction

pathways including the JAK/STAT, PI3K, and ERK pathways.

[0004] M-CSF is an important regulator of the function, activation, and survival
of monocytes/macrophages. A nnmber of enimal models have confirmed the role
of M-CSF in various diseases, including rheumatoid arthritis (RA) and cencer.
Macrophages comprise key effector cells in RA, The degree of synovial
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macrophage infiltration in RA has been shown to closely correlate with the extent
of underlying joint destruction. M-CSF, endogenously produced in the rheumatoid
joint by monocytes/macrophages, fibroblests, and endothelial cells, acts on cells of
the monocyte/macrophage kineage to promote their survivel and differentiation into
‘bone destroying osteoclasts, and enhence pro-inflammatory cellular fanctions such
as cytotoxicity, superoxide production, phagocytosis, chemotaxis and secondary
cytokine production. For example, treatment with M-CSF in the rat streptococcus
agalactiae sonicate-induced experimental erthritis model lead to enhanced
pathology (Abd, AH.,, et al., Lymphokine Cytokine Res. 10:43-50 (1991)).
Similarly, subcutancous injections of M-CSF in a murine mods! of collagen-
induced arthritis (CIA), which is 2 model for RA, resulted in a significant
exacerbation of the RA disease symptoms (Campbell LK., et al., J. Leuk. Biol.
68:144-150 (2000)). Furthermore, MRL/Ipr mice that are highly susceptible to RA
and other autoimmune dissases have slevated basal M-CSF serum concentrations
(Yui M.A., e al., Am. J. Pathol. 139:255-261 (1991)). The requirement for
endogenous M-CSF in meintaining CIA wes demonstrated by a significant
reduction in the severity of established diseass by M-CSF neutralizing mouse
monoclonal entibody (Campbell LK., ez al, J. Leuk. Biol. 68:144-150 (2000)).
[0005] With respect to cencer, inhibition of colony stimulating factars by
antiseuso oligonucleotides suppresses tumor growth in embryonic and colon tumor
xenografts in mice by decolerating macrophage-tmedisted ECM brogkdown
(Seysdhossein, A., et al., Cancer Research, 63:5317-5324 (2002)).

[0006] M-CSF binding to c-fins and its subsequent activation of
monocyte/macrophages is important in a mmmber of diseess states. In addition to
RAmdm,ﬁaomqmplwofMCSFMdMummahxdﬂ
osteoparosis, destructive arthritis, atherogenesis, glomerulonephritis, Kawasaki
disesse, and HIV-1 infection, in which monocytes/macrophages and rolated cell
types play arole. For instance, osteoclests are gimilar to macrophages and are
regulated in part by M-CSF. Growth and differentiation signsls induced by
M-CSF in the initial stages of osteoclast maturation are essential for their
subscquent osteoclastic activity in bone. -
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[0007] Osteoclast mediated bone loss, in the form of both focal bone erosions
end more diffuse juxta-articular osteoporosis, is & major unsolved problem in RA.
The consequences of this bone loss include joint deformities, fimetional disability, '
increased risk of bone frastures and increased mortality, M-CSF is uniquely
esaential for osteoclastogenesis and experimental blockade of this cytokine in
animal models of arthritis snccessfully abrogates jomt destruction. Similar
destructive pathways are known to operate in other forma of destructive arthritis . .:.
such as peoriatic arthritis, and could represent venuss for similar intervention. '
[0008] Poaunmopmnltioneloumullsﬁomdefwﬁvebonemodeling
secondary to an uncoupling of bone formation from exuberant osteoclast mediated
bone resorption as a consequence of estrogen deficiency. In-vivo neutralization of
M-CSF using a blocking antibody has been shown in mice to completely prevent
the rise in ostooclast numbers, the increass in bone resorption and the resulting "
bonelossindﬁcodbycvmiéotomy.

[0009] Several linos of evidence point to s central rolé for M-CSF in
stherogenesis, and in prolifarative intimal hyperplasia after mechanical trauma to
the arterial wall. All the major cell types in atherosclerotic lesions have been shown
to express M-CSF, and this is farther up-regulated by exposure to oxidized
lipoprotein. Blockade of M-CSF signaling with & neutrdlizing c-fims sntibody
reduces the accumulation of macrophage-derived fosm cells in the sortic root of
apolipoprotein E deficient mice maintained on a high fat diet.

[0010] In both experimental and human glomerulonephritis, glomerular M-CSF
expreasion has been found to co-localize with local macrophage accumnlation,
activation and proliferation and correlate with the extent of glomerular injury and
proteinurie. Blockade of M-CSF signaling via an antibody directed against its
receptor c-fms significantly down-regulates local macrophage accunmuiation in
mice during the renal inflarimatory response induced by expetimental unilateral
ureteric obstruction.

[aot1} Kawnukidimse(m)ismwute,ﬁebﬂe,guﬁnﬁcvm]iﬁsof
unkmown canse. Its most common and serious complications involve the coronary
vasculatare in the form of aneurismsl dilatation. Serum M-CSF levels are

significantly elevated in acute phase Kawasaki’s disease, and normalize following
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treatment with intravenous immumoglobulin. Gisat cell arhritis (GCA) is an
inflammatory vasculopathy mainly occurring in the elderly in which T cells and
macrophages infiltrato the walls of medium end large arteries leading to clinical
consequences that include blindness and stroke secondary to arterial occlusion. The
active involverent of macrophages in GCA is evidenced by the presence of
elevated levels of macrophage derived inflammatory mediators within vascular
lesiona.

[0012] M-CSF has been reported to render human monocyte derived
macrophages mare susceptibloto HIV-1 infection in vifro. In a recent study,
M-CSF increased the frequency with which monocyte-derived macrophages
became infected, the amount of HIV mRNA ‘expressed per infected cell, and the
level of proviral DNA expressed par infected culture.

[0013] Given the role of M-CSF in varicus diseages, a method for inhibiting

i

M-CSF activity is desireblo.

[0014) There is a critical need for therapeutic anti-M-CSF antibodies.
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SUMMARY OF THE INVENTION
[0015] The present mveation provides isolated humsm antibodies or antigen-
binding portions thereof that specifically bind human M-~CSF and acts as a M~CSF
entagonist and compositions comprising said antibody or portion.
[0016] The invention also provides for compositions comprising the heavy
and/or light chain, the variable regions thereof, or antigen-binding portions thereof
e anti-M-CSF antibody, or nucleic acid molecules encoding #n antibody, antibody
chain or variable region thereof the invention effbctive in such treatment sand a
pharmaceutically acceptable carrier. In certain embodiments, the compositions
msy further comprise another component, such as a therapeutic agentor a
diagnostic agent. Diagnostic and tharapeutic methods are also provided by the
invention. In certain embediments, the compositions are used in a therapeutically
effective amount necessary to treat or prevent a particular disease or condition.
[0017] The invention also provides msthods for tresting or preventing a varisty
of diseases and conditions such as, but not limited to, inflammation, cancer,
atherogenesis, neurological disorders and cardiao dnmﬂmsmth an effective
smount of an anti-M-CSF antibody of the invention, or antigen binding portion
thereof, mcleic acids encoding said antibody, or heavy and/or light chain, the
variable regions, or antigen-binding portions thereof,
[0018) The invention provides isolated cell lines, such as a hybridomas, that
produce anti-M-CSF antibodies or antigen-binding portions thereof.
J[0019] The invention also provides nucleic ecid molecules encoding the heavy
and/or light chaing of gnti-M-CSF antibodiss, the variable regions thereof, or the
antigen-binding portions thereof, '
[0020] The invention provides vectors and host cells comprising the mcleic acid
molecules, as well as methods of recombinantly producing the polypeptides
encoded by the nucleic acid molecnles.
{0021} Non-humen transgenic animals or planta that express the heavy and/or
light chains, or antigen-binding portions thereof, of anti-M-CSF antibodies are also
provided.

Y
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[0022] Figures 1A end 1B are graphs illustrating that the anti-M-CSF antibodies
resulted in & dose-related decrease in total monocyte counts in malo and female
monkeys over time. The monocyte counts were determined by light scatter using
an Abbott Diagnostics Inc. Cell Dyn systsm, Monocyte counts were monitored
from 24 hours through 3 weeks after administration of vehicle or antibody 8.10.3 at
0, 0.1, 1 or 5 mg/kg in a dose volume of 3.79 mL/kg over an approximately 5
minute pariod.

[0023] Figure 1A malo monkoys.

[6024] Figure 1B fomale mankeys.

[0025] Figures 2A and 28 are graphs illustrating that anti-M-CSF treatment
resulted in a reduction in the percentage of CD14+CD16+ monocytes, in male and
female monkeys. 0-21 days after administration of vehicle or antibody 8.10.3 a1 0,
0.1, 1 or 5 mg/kg in a dose volume of 3.79 mL/kg over an approximately 5 minute
period. For each monkey tested, the percentage of monocytes within the
CD14+CD16+ subset was determined after each blood draw, on days 1, 3, 7, 14
and 21 after 8.10.3 injection. |

[0026) Pigure 2A male monkeys.

{0027] Figure 2B female monkeys.

[0028] Figures 3A and 3B are graphs illustrating that anti-M-~CSF treatment
resulted in a decresse in the percentage chinge of total monocytes at all doses of
antibody 8.10.3F and antibody 9.14.4] as compared to pre-test levels of monocytes.
[0029] Figure 3A shows data collected from experiments using antibody 8.10.3F.
[0030] Figure 3B shows data collected from experiments using antibody 9.14.41
[0031] Figurs 4 is a sequence alignment of the predicted amino acid sequences of
Light and heavy chein varisbls regions from twenty-six anti-M-CSF antibodies
compared with the germline amino acid sequences of the corresponding variable
region genes. Differences between the antibody sequences and the germline gene
sequences are indicated in bold-faced type. Dashes represent no change from
germline. Thutmdﬂr]inedsequmcesinemhaiignmmtmptesent,ﬁomleﬁmright,
the FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 AND FR4 sequances.

+
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[0032] Figure 4A shows en alignment of the predicted amino acid sequences of

the light chain variable region for antibody 252 (residues 21-127 of SEQ ID NO: 4)

to the germline V012, J,3 sequence (SEQ ID NO: 103).
[0033] Figure 4B shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain varisble region for antibody 88 (residues 21-127 of SEQ ID NO: 8)
to the germline V,012, 1,3 sequence (SEQ 1D NO: 103).
[0034] Figure AC shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the lght chain variable region for antibody 100 (residues 21-127 of SEQ ID NO:
12) to tho germlime VL2, J,3 sequence (SEQ ID NO: 107).
[0035] Figure 4D shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain varisble region for antibody 3.8.3 (reeidues 23-130 of SEQ ID NO:
16) to the germline V,LS5, J,3 sequence (SEQ ID NO: 109). .
[0036] Figure 4E shows en alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain variable region for antibody 2.7.3 (residucs 23-130 of SEQ ID NO:
20) to the germline V, LS5, J.4 sequence (SEQ ID NO: 117).
[0037] Figure 4F shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain variable region for antibody 1.120.1 (residues 21-134 of SEQ ID
NO: 24) to the germline VB3, J,1 sequence (SEQ ID NO: 112).
[0038) Figure 4G shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 252 (residues 20-136 of SEQ ID NO:
2) o the gemmline Vy3-11, Dy7-27 Ji6 sequence (SEQ ID NO: 106).
[0039] Figure 4H shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the hsavy chain variable region for antibody 88 (residues 20-138 of SEQ ID NO:
6) to the gexmline Vg3-7, Dy6-13, Jud sequence (SEQ ID NO: 105).
[0040] Figure 41 shows the alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 100 (residues 20-141 of SEQ ID NO:
10) to the germline Vi43-23, Dy1-26, Jut sequence (SEQ ID NO: 104),
[0041] Figure 47 shows an alignment of the predicted amino acid sequence of the
heavy chain variable region for antibody 3.8.3 (residucs 20-135 of SEQ ID NO:
14) to the germbine Viz3-11, D7-27, Jn4 sequence (SEQ ID NO: 108).
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[0042] Figure 4K shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 2.7.3 (residues 20-137 of SEQ ID NO:
18) to the germline V3-33, Dyl-26, Ja4 sequence (SEQ ID NO: 110).

[0043] Figure 4L shows an alignment of the predicted emino ecid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 1.120.1 (residues 20-139 of SEQ ID
NO: 22) to the germline Vy1-18, Dy4-23, Ju4 sequence (SEQ ID NO: 111).

[0044] Figure 4M shows an alignment of the predictad amino acid sequence of
the light chain verieble region for antibody 8.10.3 (residues 21-129 of SEQ ID NO:
44) to the gerfnline V;A27, J4 sequence (SEQ ID NO: 114),

[0045) Figure 4N shows m alignment of the predicted amino acid sequence of

' the heavy chain variable region for antibody 8.10.3 (residues 20-141 of SEQ ID

NO: 30) to the garmline V5348, Dys1-26, Jadb sequence (SEQ ID NO: 113),
[0046] Figuro 40 shows an alignment of the predicted emino acid sequence of
the Tight chain variable region for antibody 9.14.4 (residues 23-130 of SEQ ID NO:
28) to the germline V,012, J,3 sequence (SEQ ID NO: 103).

(0047] Figure 4P shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 9.14.4 (reidues 20135 of SEQ 1D
NO: 38) to the germline V311, Dg7-27, Judb sequence (SEQ ID NO: 116),
[0048] Figure 4Q shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain variable region for antibody 9.7.2 (residues 23-130 of SEQ ID NO:
48) to the germline V,012, J;3 sequence (SEQ ID NO: 103).

[0049] Figure 4R shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain varisble region for antibody 9.7.2 (residnes 20-136 of SEQ ID NO:
46) to the germline Vi;3-11, Dy6-13, Ju6b sequence (SEQ ID NO: 115).

[0050] Figure 4S ghows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain variable region for antibody 9.14.41 (residues 23-130 of SEQ ID
NO: 28) to the germline V,012 J;3 sequance (SEQ ID NO: 103).

[0051] Figure 4T shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain verisble region for antibody 9.14.41 (residues 20-135 of SEQ ID
NO: 26) to the germlins V3-11, Dy7-27, Judh sequence (SEQ ID NO: 116).
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[0052] Figure 4U shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain variable region for entibody 8.10.3F (regidaes 21-129 of SEQ ID
NO: 32) to the germline V,A27, J,4 sequence (SEQ ID NO: 114).

[0053] Figure 4V shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 8.10.3F (residues 20-141 of SEQ ID
NO: 30) to the germline Vy3-48, Dy1-26, Judb sequence (SEQ ID NO: 113).
[0054) Figure 4W shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain varisble region for antibody 9.7.2IF (residues 23-130 of SEQ ID
NO: 36) to the germline V012, J,3 sequence (SEQ ID NO: 103).

[0055) Figure 4X shows-an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 9.7.21F (residues 20-136 of SEQ ID
NO: 34) to the germline Vy3-11, Dy6-13, J;;6b sequence (SEQ ID NO: 115).
[0056] Figure 4Y shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain variable region for entibody 9.7.2C-Ser (residues 23-130 of SEQ ID
NO: 52) to the germline V,012, J,3 sequence (SEQ ID NO: 103).

[0057] Figure 4Z shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 9.7.2C-Ser (residues 20-136 of SEQ
ID NO: 50) to the germline Vi3-11, Dy6-13, Ju6b sequence (SEQ ID NO: 115).
[0058) Figure 4AA shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain variable region for antibody 9.14.4C-Ser (residues 23-130 of SEQ
ID NO: 56) to the germline V,012, J,3 sequence (SEQ ID NO: 103).

[0059] Fignre 4BB shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 9.14.4C-Ser (residues 20-135 of SEQ
ID NO: 54) to the germline Vi3-11, Dy7-27, Judb sequence (SEQ ID NO: 116).
[0060] Figure ACC shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain variable region for antibody 8.10.3C-Ser (residues 21-129 of SEQ
ID NO: 60) to the germline V.A27, .4 sequence (SEQ ID NO: 114),

[0061] Figure 4DD shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for sntibody 8.10.3C-Ser (residues 20-141 of SEQ

ID NO: 58) to the germline Vi3-48, Dy;1-26, Jiz#b sequence (SEQ ID NO: 113).
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[0062] Figure 4EE shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
fhe light chain variable region for antibody 8.10,3-CG2 (residuss 21-129 of SEQ
ID NO: 60) to the germline V,A27, JA4 sequence (SEQ ID NO: 114).

[0063] Figure 4FF shows en alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 8.10.3-CG2 (residues 20-141 of SEQ
ID NO: 62) to the germline V;;3-48, Dys1-26, Ji4b sequence (SEQ ID NO: 113).
[0064] Figure 4GG shows an alignmont of the predicted amino acid sequence of
the light chain varisble region for antibody 9.7.2-CG2 (regidues 23-130 of SEQ ID
NO: 52) to the germline V012, J,3 sequence (SEQ ID NO: 103),

[0065] Figure AHH shows an alignment of the predicted amino ecid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 9.7.2-CG2 (residues 20-136 of SEQ
ID NO: 66) to the germline Vy3-11, Dy6-13, Ju6b sequence (SEQ ID NO: 115).
[0066] Figure 41X shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain variable region for antibody 9.7.2-CG#4 (residues 23-130 of SEQ ID
NO: 52) to the germline V,012, J,3 sequence (SEQ ID NO: 103).

[0067] Figure 4]7 shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain varisble region for antibody 9.7.2-CG4 (residues 20-135 of SEQ
ID NO: 70) to the germline Vy3-11, Dy6-13, J46b sequence (SEQ ID NO: 115).
[0068]) Figure 4KK shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain varisble region for antibody 9.14.4-CG2 (residues 23-130 of SEQ
ID NO: 56) to the germline V,012, J,3 sequonce (SEQ ID NO: 103).

[0069) Figure 4LL shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain varisble region for antibody 9.14.4-CG2 (residues 20-135 of SEQ
ID NO: 74) to the germline Vy3-11, Du7-27, Judb sequence (SEQ ID NO: 116).
[0070] Figure 4MM shows an aligimment of the predicted amino acid sequence of
the light chain varigble region for antibody 9.14.4-CG4 (residues 23-130 of SEQ
ID NO: 56) to the germline V,012, J;3 sequence (SEQ ID NO: 103).

[0071] Figure 4NN shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain varisble region for antibody 9.14.4-CG4 (residues 20-135 of SEQ
ID NO: 78) to the germline Vy3-11, Dy7-27, Iy4b sequence (SEQ ID NO: 116).
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{0072] Figure 400 shows an alignment of the predicted amino acid sequence of

the light chain variable region for antibody 9.14.4-Ser (residues 23-130 of SEQID .

NO: 28) to the germline V,012, 1,3 sequencs (SEQ ID NO: 103),

[0073] Figure 4PP shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 9.14.4-Ser (residues 20-135 of SEQ
ID NO: 82) to the germline Vy3-11, Dy7-27, Judb sequence (SEQ ID NO: 116).
[0074] Figure 4QQ shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain variable region for antibody 9.7.2-Ser (residues 23-130 of SEQ ID
NO: 48) to the germline V,012, J,3 sequence (SEQ ID NO: 103).

[0075] Figure 4RR shows an alignmant of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 9.7.2-Ser (residues 20-136 of SEQ ID
NO: 86) to the germling Vy3-11, Dy6-13, Ju6b sequence (SEQ ID NO: 115)..
[0076] Figure 4SS shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the Fight chain variable region for antibody 8.10.3-Ser (residues 21-129 of SEQ ID
NO: 44) to the germline V,A27, J4 sequence (SEQ ID NO: 114).

[0077] Figure 4TT shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain veriable region for antibody 8.10.3-Ser (residues 20-141 of SEQ
ID NO: 90) to the germline V3-48, Dy1-26, Judb sequence (SEQ ID NO: 113).
[0078] Figure 4UU shows an alignment of the predicted amino ecid sequsnce of
the light chain varisble region for antibody 8.10.3-CGH4 (residues 21-129 of SEQ
ID NO: 60) to the germline V,A27, J4 sequencs (SEQ ID NO: 114). '
[0079] Figure 4VV shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 8,10.3-CG4 (residues 20-141 of SEQ
ID NO: 94) to the germline Vy3-48, Dyy1-26, Judb sequence (SEQ ID NO: 113).
[0080] Figure 4WW shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the light chain variable region for antibody 9.14.4G1 (residues 23-130 of SEQ ID
NO: 28) to the germline V,012 J,3 sequence (SEQ ID NO: 103).

[0081] Figure 4XX shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chein varisble rogion for antibody 9.14.4G1 (residues 20-135 of SEQ ID
NO: 102) to the garmline Vy3-11, Dy7-27, Ja4b sequence (SEQ ID NO: 116).
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[0082] Figure 4YY shows an alignment of the predicted amino acid sequences of
the light chain varisble region for antibody 8.10.3FG1 (residues 21-129 of SEQ ID
NO:32) to the germline V,A27, J4 sequence (SEQ ID NO: 114).

[0083] Figure 4ZZ shows an alignment of the predicted amino acid sequence of
the heavy chain variable region for antibody 8.10.3FG1 (residucs 20-141 of SEQ
ID NO: 98) to the garmline V3-48, Dys1-26, Jydb sequence (SEQ ID NO: 113).

Definitions and General Techniques

[0084] Unless otherwise defined herein, scientific and technical texms used in
commection with the present invention shail have the meanings that are commonly
understood by those of ordinary ekill in the art. Further, unless otherwise required
by context, singular terms ghall include pluralities and plural terms shall include
the singular. Generally, nomenclatures used in connection with, and techniques of,
cell and tissue culture, molecular biology, immumnology, microbiology, genetics
and protein and nucleic acid chemistry and hybridization described herein are those
well known and commonly used in the art. .

[0085] The methods and techniques of the present invention are generally
pesformed according to conventional methods well known in the art and as
described in various general and more specific references that are cited and
discussed throughout the presant specification unless otherwise indicated. See,
e.g., Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d ed., Cold
Spring Hazbor Laborstory Press, Cold Spring Harbor, N.Y, (1989) and Ausubel

et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates
(1992), end Harlow and Lane Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1990), which are incorporated
herein by reference. Enzymatic reactions and purification techniques are
performed according to marufactures®s specifications, as commonly accomplished
in the art or a8 described herein. The nomenclatures used in connection with, and
the laboratory procedures and techniques of, analytical chemistry, synthetic
organic chemistry, and medicinal and pharmaceutical chemistry described herein
aro those well known and commonly used in the art. Standard techniques are used
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for chemicsal syntheses, cliemical analtyses, pharmaceutical preparation,
formmiation, and delivery, and treatment of patients.

[0086] The following terms, unless otherwise indicated, shall be understood to
have the following meanings:

[0087] The term “polypeptids™ encompasses native or artificial proteins, protein
fragments and polypeptide analogs of a protein sequence. A polypeptide may be
monoméric or polymeric.

[0088] The term “isolated protein”, “isolated polypeptide™ or “isolated antibody™
is 8 protein, polypeptide or antibpdy that by virtue of its origin or source of
derivation haa one o four of the following: (1) is not associated with naturally
associated components that accompany it in its native state, (2) is free of other
proteins from the same species, (3) is expressed by a cell from a different species,
ar (4) does not occur in nature. Thus, a polypeptide that is chemically synthesized
or synthesized in a cellular system different from the cell from which it naturally
originates will be “isolated” from its naturally associsted components. A protein
may elso be rendered substantially froe of naturally associated components by
isolation, using protein purification techniques well known in the art.

[0089] Examples of isolated antibodies include ean anti-M-CSF antibody that has
been affinity purified using M-CSF, an anti-M-CSF antibody that has been
synthesized by a hybridomia ar ofher cell lins i vitro, and & human gnti-M-CSF
antibody derived from a transgenic mouse.

[0090] A protein or polypeptide is “substantially pure,” “substantially
homogeneous,” or “substantially purified” when st least about 60 to 75% of a
sample exhibits a single speciea of polypeptide. The polypeptide or protein may be
monomeric or multimeric. A substantially pure poly;;epﬁdeorpmteinwiﬂ

_ typically commprise about 50%, 60%, 70%, 80% or 90% W/W of a protein sample,

moro usually about 95%, and preferably will be over 99% pure. Protein purity or
homogensity may be indicated by 8 number of means well known in the art, such

28 polyacrylamide gel eloctrophoresis of & protein sample, followed by visualizing
a single polypeptide band upon staining the gel with a stain well known in the art,
For certain putposes, higher resolution may be provided by using HPLC or other

means well known in the art for purification.
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[0091) The term “polypeptide fragment” as used herein rofers to a polypeptids
that has ap amino-terminal and/or carboxy-terminal deletion, but where the
rernaining amino acid sequence is identicel to the cotresponding positions in the
naturally-occurring sequence. In some embodiments, fragments are at least 5, 6, 8
or 10 amino acids long. In other embodiments, the fragments are at least 14, at
least 20, at least 50, or at least 70, 80, 90, 100, 150 or 200 amino acids long.
[0092] The term “polypeptide analog™ as used herein refars to a polypeptide that
comprises 2 sogment that has substantial identity to 8 portion of an amino acid
sequence and that hag at least one of the following properties: (1) specific binding
to M-CSF under suitable binding conditions, (2) ability to inhibit M-CSF.

[0093] Typically, polypeptide analogs comprise & conservative amino acid
substitation (or insertion or deletion) with respect to the normally-occurring
sequence. Analogs typically are at least 20 or 25 amino acids long, prefersbly st
least 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 or 200 amino acids long or longer, and can often
be as long as a full-length polypeptide,

[0094] In certain embodiments, amino acid substitutions of the sntibody or
antigen-binding portion thercof are those which: (1) reduce susceptibility to
proteolyzis, (2) reduce susceptibility to oxidation, (3) alter binding affnity for
forming protein complexes, or (4) confer or modify other physicochemical or
fimctional properties of such analogs. Analogs can include various muteins of a
sequence other than the normally-occurring peptide sequence. For example, single
or multiple zmino acid substitutions (profirably conservative smino acid
substitutions) may be made in the normally-occtrring sequence, prefirably in the
portion of the polypeptide outsids the domain(s) forming intertolecular contacts.
[0095) A conservative mmino acid substitution should not subatantially change
the structural characteristios of the parent sequence; e.g., a replacement amino acid
should not alter the anti-paralie]l B-sheet that makes up the immunoglobulin
binding domain that occurs in the parent sequence, or disrapt other types of
secondary structure that characterizes the parent sequence. In general, glycine and
proline analogs would not be used in an anti-parallel p-shest. Bxamples of
art-recognized polypeptide secondary end tertiary structures are described in
Proteins, Structures and Molecular Principles (Creighton, Bd., W. H. Freeman
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and Company, New York (1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden
and J. Tooze, eds., Garland Publishing, New York, N.Y. (1991)); and Thorntan

et al., Nature 354:105 (1991), which are each incorporated herein by reference.
[0096] Non-peptide analogs are commeonly used in the pharmacentical industry
as drugs with properties analogous to those of the template peptide. These types of
non-peptide compound are termed “peptide mimetics” or “peptidomimetics.”
Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986); Veber and Freidinger, TINS p.392
(1985); and Bvans ef al., J. Med. Chem. 30:1229 (1987), which are incorporated
herein by reference. Such compounds are often developed with the aid of
computerized molecular modeling. Peptide mimetica that are structurally similar
to therapeutically nsoful peptides may be nsed 1o produce an equivalent therapentic
or prophylactic effect. Generally, peptidomimetics are structarally similar to &
paradigm polypeptide (Le:, a polypeptide that has a desired biochemical property
or pharmacological activity), such as & human antibody, but have one or more i
peptide linknges optionally replaced by a linkage selected from the group
congisting of: ~CHzNH—, —CHa8~—, —CHz-CHz—~, ~CH=CH~(cis and trans),
—COCH,~, —CH(OH)CH>—, and -CH;S80—, by methods well known in the art.
Systematic substitution of one or more amino acids of a consensus sequence with 8
D-amino acid of the same typs (.g., D-lysine in place of L-lysine) may also be
used to generate more stable peptides. In addition, constrained peptidea
comprising 8 consensus sequence or a substantially identical consensus sequence
variation may be generated by methods known in the ert (Rizo end Gierasch, Ann.
Rev. Biochem. 61:387 (1992), incorporated herein by reference); for example, by
adding intemal cysteine reaidues capable of forming intramolecular disulfide
bridges which cyclize the peptide.

[0097] An “antibody” refiru to an intact antibody or an antigen-binding portlon
that competes with the intact antibody for specific binding. See generally,

R ntal fmmunology, Ch. 7 (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Preas, N.Y. (1989))
(incorporated by referencs in its entirety for all purposes). Antigen-binding
portions may be produced by recombinant DNA techniques ar by enzymastic or
chemical cleavage of intact antibodies. In some embodiments, antigen-binding
portions includs Fab, Fab’; F(ab’);, Fd, Fv, dAb, and complemantarity determining
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region (CDR) fragments, single-chain antibodies (scFv), chimeric antibodies,
diabodies and polypeptides that contain st least a portion of an antibody that is
sufficient to confer specific antigen binding to the polypeptide.

[0098] From N-terminus to C-terminus, both the mature light and heavy chain
variable domains comprise the regions FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 and
FR4. The assignment of amino acids to each domain is in acoordance with the
definitions of Kabat, Seguences of Proteins of Immunological Interest (National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1987 and 1991)), Chothia & Lesk, .. Mol.

Biol. 196:901-917 (1987), or Chothia et al., Nature 342:878-883 (1989).

[0099] As used herein, an antibody that is referred to by mumber is the same as a
monoclonal antibody that is obtained from the hybridoma of the same number, For
exarnple, monoclonal antibody 3.8.3 is the same antibody as one obtained from
hybridoma 3.8.3.

[0100] As used harein, e Fd fragment meens an antibody fragment that consists
of the Vi and Cy; 1 domains; an Py fregment consists of the Vy, and Vg domains of
a single arm of an entibody; and a dAb fragment (Ward ef al., Nature 341:544-546
(1989)) consists of 3 Vi domain.

[0101] In some embodiments, the antibody is a single-chain antibody (scFv) in
which a V;, and Vy; domsins are peired to form 8 monovelent molecules via
synthetic linker that enables them to be made as a single protein chain. (Bird et al.,
Sclence 242:423-426 (1988) end Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:5879-5883 (1988).) In some embodimentis, the antibodies are diabodies, i.c.,
are bivalent entibodies in which Vy and V|, domains are expressed on a single
polypeptide chain, but using & linker that is too short to allow for pairing betwean
the two domains on the same chain, thersby forcing the domaina to pair with
complementary domsins of another chain and creating two antigen binding sites.
(See e.g., Holliger P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993), and
Poljek R. J. et al., Structure 2:1121-1123 (1994).) In some embodiments, one or
more CDRs from an antibody of the invention may be incorporated into a molecule
either covalently or noncovalently to make it an immimoadhesin that specifically
binds to M-CSF. In such embodiments, the CDR(€) may be incorporated as part of
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8 larger polypeptide chain, may be covalently linked to another polypeptide chain,
or may be incorporated noncovalently.

[0102] In embodiments having one or more binding sites, the binding sites may
be identical to one another or may be different.

[0103] As used herein, the term “human axtibody” mesns any antibody in which
the variable and constant domsin sequences are human sequences, The term
encompasses sntibodies with sequences derived from buman genes, but which
have been changed, e.g. to decrease possible immunogenicity, increage effinity,
climinate cysteines that might canse undesireble folding, etc. The torm
emcompasses such antibodies produced recombinantly in non-human cells, which
might impart glycosylation not typical of human cells. These antibodies may be
prepared in a variety of ways, as described below.

[0104] The term “chimeric antibody™ as used harsin meens an antibody that
comprises regions from two or more different antibodies. In one embodiment, one
or more of the CDRs are derived from a human anti-M-CSF antibody. In another
embodiment, all of the CDRs are derived from a human anti-M-CSF antibody. In
another ambodiment, the CDRs from more than ane humgn anti-M-CSF antibodies
meombinedinadﬁmn-ica'nﬁbody. Fnrimtmce.achﬁnm"icmﬁbodymy
comprise a CDR1 from the light chain of & first humen anti-M-CSF antibody, 8
CDR2 from the light chain of e second human anti-M-CSF antibody and a CDR3.
from the light chain of a third human enti-M-CSF antibody, and the CDRs from the
heavy chain may be derived from one or more other anti-M-CSF entibodies.
Further, the framework regions mey be derived from one of the anti-M-CSF

. antibodies from which ons or more of the CDRs are taken or from one or more

different human antibodics,

[0105) Fragments or enalogs of antibodies or immunoglobulin molecules can be
readily prepared by those of ordinary akill in the art following the teachings of this
specification. Preferred amino- and carboxy-termini of fragments or analogs occur
near boundaries of fimctional domains. Structural and functional domains can be
identified by comperison of the nucleotide and/or amino acid sequence data to
public or proprictary sequence databases, Preferably, computerized comparison
methods are used to identify sequence motifs or predicted protein conformation
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domains that occur in other proteins of known structure and/or function. Methods
to identify protein sequences that fold into a known three~dimensional structure are
known, See Bowie et al., Science 253:164 (1991).

[0106] The term “surface plasmon resonance”, as used herein, refers to an optical
phenomenon that allows for the analysis of real-time biospecific interactions by
detection of alterations in protein concentrations within a biosensor matrix, for
example using the BIACORE™ system (Pharmacia Biosensor AB, Uppsals,
Sweden and Piscataway, N.J.). For further dasﬁipﬁons. see Jonsson U, et al., Ann.
Biol. Clin. 51:19-26 (1993); Jonason U. et al., Biotechnigques 11:620-627 (1991);
Jonsson B, &t al., J. Mol. Recognit. 8:125-131 (1995); and Johnsson B. et al., Anal.
Biochem. 198:268-277 (1991).

[0107] The term “Kp" refers to the equilibrium dissociation constant of &
particular antibody-antigen interaction. '

[0108] The term “epitope™ includes any protein determinant capable of specific
binding to an immunoglobulin or T-coll receptor or otherwise interacting with a”
molecule. Bpitopic determinants generally consist of chemically active surface
groupings of molecules such as amino acids or sugsar side chains and generally
have specific three dimemsional structural characteristics, as well as specific charge
characteristics. An epitopo may be “linear” or “conformational.” In a linear
epitope, all of the points of interaction between the protein and the interacting
moleculo (such as an antibody) occur linearally along the primary amino acid
sequence of the protein. In a conformational epitope, the points of interaction
occur acrogs amino acid residues on the protein that are seperated from one
another. An antibody is said to specificelly bind an antigen when the dissociation
constant is <1 mM, preferably <100 nM and most prefarsbly <10nM. In certain
embodiments, the Kp i 1 pM to 500 pM. In other embodiments, the K is
between 500 pM to 1 uM. In other embodiménts, the Ky is between 1 uM to

100 oM. In other embodiments, the Kp ie between 100 mM to 10nM. Oncea
desired epitope on an antigen is determined, it is possible to generate antibodies to
that epitope, .g., using the techniques described in the present invention.
Alternatively, during the discovery process, the generstion and characterization of
antibodies may elcidate information about desirable epitopes. From this

1
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information, it is then poasible to competitively scroen antibodies for binding to the
same epitope. An approach to achieve this is to conduct cross-competition studies
to find entibodies that competitively bind with one another, e.g., the antibodies
competo for binding to the antigen. A high throughout process for “binning™
antibodies based upon their cross-competition is described in International Patent
Application No. WO 03/48731.

[0109] Ax used herein, the twenty conventional ammiino acids and their
abbreviations follow conventionz! usage. See mmunology - A Synthesis (2™
Bdition, E.S. Golub and D.R. Gren, Eds., Sinauer :Associates, Sunderland, Mass.
(1991)), which is incorporsted herein by reference.

[0110] The term “polynuclectide” as referred to herein means & polymeric form
of nucleotides of at least 10 bases in length, either ribonucleotides or
deoxynueleotides or a8 modified form of either type of nucleotide. The term
includes single and double stranded forms.

{0111] The term “isolated polynucleotide” as uged herein means a polynucleotide
of genomic, cDNA, or synthetic origin or some combination thereof, which by
virtue of its origin or source of derivation, the “isolated polynucleotide” has one to
three of the following: (1) is not associated with all or a portion of a
polymucleotides with which the “isolated polynucleotide” is found in nature, (2) is.
operably linked to » polynucleotide to which it is not inked in rature, or (3) docs
not occur in nature as part of a larger sequence.

[0112] The tarm “oligomncleotide™ a8 used herein includes naturally occurring,
and modified nucleotides linked together by naturally occurring snd non-nsturaily
occurring oligomcleotide linkages. Oligorucleotides are a polynucleotide subset
generally compriging a length of 200 bases or fewer. Preferably oligonucleotides
are 10 to 60 bases in length and most praferabl.y 12, 13, 14, 15, 16, 17_, 18,19, or
20 to 40 bases in length. Oligomucleotides are usually single stranded, e.g. for
primers and probes; although oligonucleotides may be double stranded, ¢.g. for use
in the construction of a gene mutant. Oligonucleotides of the invention can be
either sense or antisense oligonucleotides.

[0113] The term “naturally occurring nucleotides™ as used herein includes
deoxyribonucleotides and ribomucleotides. The term “modified nucleotides™ as
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used herain includes nucleotides with modified or substituted sugar groups and the
like. The term “oliponucieotide linkages” referred to herein includes
oligomucleotides linknges such s phosphorothioate, phosphorodithioate,
phosphoroselenoate, phosphorodiselenoate, phosphoroanilothioate,
phoshoraniladate, phosphoroamidate, and the like. See e.g., LaPlanche ef al., Nucl.
Acids Res. 14:9081 (1986); Stec et al., J. Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984); Stein
et al., Nucl. Acids Res. 16:3209 (1988); Zon et al., Anti-Cancer Drug Design 6:539
(1991); Zon et al., Oligonucleotides and Analogues: A Practical Approach,

pp. 87-108 (F. Bckstein, Bd., Oxford University Press, Oxford England (1991));
U.S. Patent No. 5,151,510; Uhlmann and Peyman, Chemical Reviews 90:543
(1990), the disclosures of which are hereby incorporated by reference. An
oligonucleotide cen include a label for detection, if desired.

{0114} “Operably linked™ sequences inelude both expression control sequences
that are contiguous with the gene of interest and expression control sequences that
act in trans or at a distance to control the gene of interest. The term “expression
control sequence” as used herein means polynucleotide sequences that are
necessary to effect the expression and processing of coding sequences to which
they are ligated. Expression control sequences include appropriate transcription
jnitistion, termination, promoter and enhsmcer sequences; efficient RNA
processing signals such as splicing and polyadenylation signals; sequences that
stabilize cytoplasmic mRNA; sequences that enhance translation efficiency (i.e.,
Kozak consensus sequence); sequences that enhance protein stability; and when
desired, sequences that enhance protein secretion. The nature of such control
sequences differs depending upon the host organism; in prokaryotes, such control
sequences generally include promoter, ribosomal binding site, and transcription
termination sequence; in eukaryotes, generally, such contro] sequences include
promoters and transcription termination sequence. The term “control sequences” is
intended to include, at a minimum, all components whose presence is essential for
expression and processing, and can also include additional components whose
presence is advantageous, for example, leader sequences and fugion partner
sequences.
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[0115] The tenn *vector”, as used herein, means & nucleic acid molecule capable
of transporting another nucleic acid to which it has been linked. In some
embodiments, the vector is a plasmid, i.e., a circular double stranded DNA loop
into which additional DNA segments may be ligated. In sgome embodiments, the
vector is a viral vector, wherein additionsl DNA segments may be ligated into the
viral genome. In some embodiments, the vectors are capable of autonomous
replication in & host cell into which they are introduced (¢.g., bacterial vectors
having a bacterial origin of replication and episomal mammalisn vectors). In other
cmbod:fmmm, the vectors (e.8., non-episomal mammalian vectors) can be
integrated into the genome of a host cell upon introduction into the host cell, and
thereby are replicated along with the host gsnome. Moreover, certain vectors are
capable of directing the expression of genes to which they are operatively Linked,
Such vectors are referred to herein as “recombinant expression vectors” (or simply,
“‘expression vectors™).

[0116] The term “recombinant host cell” (or simply “host cel™), as used herein,
means a cell into which a recombinant expression vector has been introduced, It
should be underatood that “recombingnt host cell” and *“host cell” mean not only
the particular subject cell but also the progeny of such a cell. Bacanse certain
modifications may ocour in succeeding gemerations due to either mutation or
environmental influences, such progeny may not, in fact, be identical to the parent
cell, but are still included within the scope of the term “host cell” as used herein.
[0117] The term “solectively hybridize” referred to herein means to detectably
and specifically bind. Polynucleotides, oligomcleotides and fragments thereof in
accordance with ths invention selectively hybridize to nucleic acid strands under
hybridization and wash conditions that minimize apprecisbie amounts of detectable
binding to nonspecific nucleic acids. “High stringency” or “highly siringent”
conditions can be nsed to achieve selective hybridization conditions as known in
the art and discussed herein. One example of “high stringency” or “highly
siringent” conditions ix the incubation of a polynucleotide with another
polymucleotide, wherein one polynucleotide may be affixed to a solid surface such
as & membrane, in a hybridization buffer of 6X SSPE or SSC, 50% formamide, 5X
Denhardt’s reagent, 0.5% SDS, 100 ug/ml denatured, ﬁngmeuwll salmon sperm
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DNA at a hybridization temperature of 42°C for 12-16 hours, followed by twice
washing et 55°C using a wash buffer of 1X SSC, 0.5% SDS. Ses also Sambrook
et al., supra, pp. 9.50-9.55.
[0118] The term “percent sequence identity” in the context of nucleic acid
sequences means the percent of residues when a first contiguous sequence is
compered and aligned for maximum correspondence to a second contiguous
sequence. The length of sequence identity comparison may be over a stretch of at
least about nine nucleotides, usually at Jeast about 18 pucleotides, more usnelly at
least about 24 mucleotides, typically at least about 28 nucleotides, more typically at
least about 32 nucleotides, and preferably st least about 36, 48 or more nucleotides.
Thero are & mumber of differsat algorithms known in the art which can be used to
measure nucleotids sequance identity. For instance, polynucleotide sequences can
be compared using FASTA, Gap or Bestfit, which are programs in Wisconsin
Package Version 10.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin.
FASTA, which includes, ¢.g., the programs FASTA2 and FASTAS, provides
alignments and percent sequence tdentity of the regions of the best overiap
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); herein
incorporated by reference). Unless otherwise specified, defanlt parameters for a
particular program or algorithm are nsed. For instance, percent sequence identity
between nucleic acid sequences can be determined using FASTA, with its default
parameters (a word size of 6 and the NOPAM factor for the scoring matrix) or
using Gap with its default paramieters es provided in GCG Version 6.1, herein
incorporated by reference. .
[0119] A reference to a nucleotide sequence encompasses its complement unless
otherwiso specified. Thus, a reference to a nucleic acid having a particular
sequence should be understood to encompass its complementary strand, with its
complementary sequence. ;
[0120] The term “percent sequence identity” means a ratio, expressed as a
percent of the number of identical residues over the number of residucs compared.
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[0121] The term “substantial similarity” or “substantial sequance similerity,"
when refierring to 8 mueleic acid or fragment hereof, mesns that when optimally
aligned with appropriate mucleotide nsertions or deletions with another nucleic
awid (or its complementary strand), there is nucleotide sequence identity in at least
about 85%, preferably at least about 90%, and more preferably at least sbout 95%,
96%, 97%, 58% or 99% of the nncleotide bases, as measured by ary wall-known
algorithm of sequence identity, such as FASTA, BLAST or Gep, as discussed
above.
[0122] As applied to polypeptides, the term “substantisl identity” means that two
peptide sequences, when optimally alignsd, sush as by the programs GAP or
BESTFIT using default gap weights, as supplied with the programs, shsre st least
70%, 75% or B0% sequence identity, preferably at least 90% or 95% soqusnce
identity, and more preferably at least 97%, 98% or 99% sequence identity. In
certain embodiments, residue poaitions that are not identical differ by conservative
amino acid substitutions. A “conservative amino acid substitution” is one in which
an amino acid residue is substituted by another amino acid residue having a side
chain R group with similar chemical properties (e.g., charge or hydrophobicity). In
general, a conservative amino acid substitution will not substantially change the
functional properties of a protein. In cases where two or mare amino acid
sexquences differ from each other by conservative substitutions, the percent
sequence ideutity may be sdjusted upwards to correct for the conservative nature
of the substitution. Means for meking this adjustment are well-known to those of
gkill in the art. See, e.g., Pearson, Methods Mol Biol 243:307-31 (1994),
Examples of groups of amino acids that have side chains with similar chemical
propeties includs 1) aliphatic side chains: glycine, slanine, valine, loucine, md
isolencine; 2) aliphatic-hydroxyl side chains: serine and threcnine; 3)
amide-containing side chains: aaparagine and glutamine; 4) aromatic side chains:
phenylalanine, tyrosine, and fryptophan; 5) basic side chains; lysine, arginine, and
histidine; 6) acidic sids chains: aspartic acid and glutamic acid; snd 7)
sulfur-conteining side chains: cysteine and methionine, Conservative amino acids
substitution groups are: valine-lencine-isoleucine, phenylalenine-tyrosins,
lyzine-arginine, alanine-valine, glutamate-aspartato, and esparagine-glutamine.
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[0123] Alternatively, a consarvative replacement is any change having a positive
value in the PAM250 log-likelihood matrix disclosed in Gonnet et al., Science
256:1443-45 (1992), herein incorporated by reference. A “moderately
conservative” replacement is any change having a nonnegative value in the
PAM250 log-likelfhood matrix.

[0124] Sequence identity for polypeptides, is typically measured using sequence
analyzis software, Protein enalysis software matches sequences using measures of
similarity assigned to verious substitutions, deletions and other modifications,
including conservative amino acid substitutions. For instence, GCG containg
programs such as “Gap” and “Bestfit” which can be used with defanlt parameters,
as specified with the programs, to detenmine sequence homology or sequence
identity between closely related polypeptides, such as homologous polypeptides
from different species of organisms or between a wild type protein and 2 mutein
thereof, See, e.g., GCG Version 6.1. Polypeptide sequences also can be compared
using FASTA using default or recommended parameters, see GCG Version 6.1.
(University of Wisconsin WI) FASTA (e.g., FASTA2 and FASTA3) provides
alignments and percent sequence identity of the regions of the best overlap
between the query and search sequences (Pearson, Methods Enzymol. 183:63-98
(1990); Pearson, Methods Mol. Biol. 132:185-219 (2000)). Another preferred
algorithm when comparing a sequence of the invention to a database containing a
large number of sequences from different organisms is the computer program
BLAST, especially blastp or thlasin, using default parameters, as supplied with the
programs. See, e.g., Altschul ez al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990); Altschul

ot al., Nucleic Acids Res. 25:3389-402 (1997).

[0125] The length of polypeptide sequences compared for homology will
generally be at leagt about 16 amino acid residues, usually at least about 20
residues, more usually at least about 24 residues, typically at least about 28
residuos, and preferably more than about 35 residues. 'When searching a database
containing sequences from a lerge number of different organisms, it is preferable to
[0126] As used herein, the terms “label” or “labeled” refers to incorporation of
enother moleculs in the antibody. In one embodiment, the label is a detectable
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marker, ¢.g., incorporation of a radiolabeled amino acid or attachmant to a -
polypeptide of biotinyl moieties that can be detected by marked avidin (e.g.,
streptavidin containing a fluorescent marker or enzymatic activity that can be
detected by optical or colorimetric methods). In another embodiment, the label or
marker can be therapeutic, e.g,, & drug conjugate or toxin. Verious methods of
labeling polypeptides and glycoproteins are known in the art and may be used.
Examples of labels for palypeptides include, but are not limited to, the following:
radicisotopes or radionuclides (e.g., *H, 1“C, "N, s, ¥, ®1¢, I''fn, 1y, 11y),
fluorescent labels (e.g., FITC, rhodamine, lanthanids phosphdrs), enzymatic labels
(e.g., horseradish peroxidase, f-galactosidass, luciferase, alkaline phosphatase),
chemiluminescent markers, bictinyl groups, predetermined polypeptide epitopes
recognized by e secondary reporter (e.g., leucine zipper pair sequences, binding
sites for secondary antibodies, metal binding domains, epitope tags), magnetic
sgents, such as gadolinium chelates, toxina such as pertussis toxin, taxol,
cytochalesin B, gramicidin D, ethidium bromide, emetine, mitomycin, etoposids,
tenoposide, vincristine, vinlzluﬁne, colchicin, doxorubicin, daumorubicin,
dihydroxy anthracin dione, mitoxantrone, mithramycin, actinomyein D,
1-dehydrotestosterone, ghucocorticoids, procaine, tetraceine, lidocaine,
Ppropranolol, and puromycin and analogs or homologs thereof. In some
embodimeats, lsbels are sttached by spacer arms of varions lengths to reduce

[0127] Throughout this specification and claims, the word “comprise,” or
variations such as “comprises” or “comprizing,” will be understood to imply the
inclusion of a stated integer or group of integers but not the exclusion of any other
integer or group of integers.

[0128] In one embodiment, the invention provides humanized anti-M-CSF
antibodies, In another embodiment, the invention provides human anti-M-CSF
antibodies. In some embodiments, humsan anti-M-CSF antibodies are produced by
immunizing a non-human transgenic animal, e.g., a rodent, whose genome
comprises human immunoglobulin genes so that the rodent produces human
antibodies.
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[0129] Ananti-M-CSF antibody of the invention can comprise a human kappa or
a human lamda light chain or an amino acid sequence derived therefrom. In some
embodiments comprising a kappa light chain, the light chain variable domain (V1)
is encoded in pert by a humen V,012, V,1.2, V.15, V,A27 or V,B3 gene and a
1,1, 1:2, 3,3, or J,4 gene. In particular embodiments of the invention, the light
chain variable domain is encoded by V, 012/Jx3, V, L2/1x3, V,L5/1x3, V,L5/3x4,
VA27/ Jx4 or V,B3/Jx1 gene. _

[0130] Insome embodiments, the Vi of the M-CSF mntibody comprises one or
more amino acid substitutions relative to the germline amino acid sequence. In
somse embodiments, the V. of the anti-M-CSF antibody comprises 1,2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, or 10 amino acid substitutions relative to the germline amino acid
sequence, In embodiments, one or more of those substitutions from germline
is in the CDR regions of the light chain. In some embodiments, the amino acid
substitutions relative to germline are at one or more of the same posgitions as the
substitutions relative to gexmline in any one or more of the Vi, of antibodies 252,
88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4], 8.10.3F, 9.7.21F, 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-Sex, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG] or
9.14.4G1. For example, the Vi, of the anti-M-CSF antibody may contain one or
more amino acid substitutions compared to germline found in the Vi, of antibody
88, and other amino acid substitutions compared to germline found in the vV}, of
antibody 252 which utilizes the same Vg gene ag antibody 88. In soms
embodiments, the amino acid changes are at one or more of the same positions but
involve a different mutation then in the reference antibody.

[0131] Insome embodiments, amino acid changes relative to germline occur st
one or more of the same positions as in any of the Vy, of antibodies 252, 88, 100,
3.83,2.7.3,1.120.1,9.14.4], 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8,10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser,
5.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.72-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-
CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Sex, 8.10.3-Sex, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 or 9.14.4G1, but
the chenges may represent conservative amino acid substitutions et such
position(s) relative to the amino acid in the reference antibody. For example, if a
particular position in one of these antibodies is changed relative to germline and is
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" 9.14.4 (SEQ ID NO: 28), 8.10.3 (SEQ ID NO: 44), 9.7.2 (SEQ ID NO: 48),

- im e = we

glutamate, one may substitute aspertate at that pogition. Similarly, if an amino acid ]
substitution compared to germline is serine, one may substitute threonine for serine ‘
at that position. Conservative amino acid substitutions are discussed supra.

[0132] Insome embodiments, the light chain of the buman anti-M-CSF antibody
comprises the amino acid sequence that is the same as the amino acid sequence of

the V1. of entibody 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),

9.14.41 (SEQ ID NO: 28), 8.10.3F (SEQ ID NO: 32), 9.7.2IF (SEQ ID NO: 36),

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 (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: 28), 9.7.2-Sex (SEQ ID NO: 48), 8.10.3-Sex
(SEQ ID NO: 44), 8.10.3-CG4 (SEQ ID NO: 60) 8.10.3FG1 (SEQ ID NO: 32) or
9.14.4G1 (SEQ ID NO: 28), or said emino acid sequence havingup to 1,2, 3, 4, 5,
6,7, 8, 9, or 10 conservative-amino acid substitutions and/or a total of up to 3 non-
conservative amino acid subgtitntions. In some embodiments, the light chein
comprises the emino acid sequence from the beginning of the CDR1 to the end of
the CDR3 of any one of the foregoing antibodies.

[0133] Insoms embodiments, the light chain of the anti-M-CSF antibody
comprises at least the light chain CDR1, CDR2 or CDR3 of a germline or antibody .
sequence, 28 described herein. In another embodiment, the light chain may
comprise a CDR1, CDR2 or CDR3 regions of an antibody independently selected
from 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4], 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3,
9.7.2,9.72C-Sex, 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-Sex, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4,
8.10.3FG1 or 9.14.4G1, or CDR regions each having less than 4 or less then 3
conservative amino acid substitations and/or a total of three or fewer non-
congervative amino acid substitutions. Tn other embodiments, the light chain of the
anti-M-CSF antibody comprises the Jight chain CDR1, CDR2 or CDR3, each of
which are independently selected from the CDR1, CDR2 and CDR3 regions of an
antibody having a light chain varisble region comprising the smino acid sequence
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of fhe V. region selected from SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44,
48, 52, 56 or 60, or encoded by a nucleic m:id:molecule encoding the Vi region
selected from SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 27, 31, 35, 43 or 47. The light chain of the
anti-M-CSF antibody may comprise the CDR1, CDR2 end CDR3 regions of an
antibody comprising the emino acid sequence of the Vi, region selected from 252,
88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4], 8.10.3F, 9.7.21F, 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-
CQG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-8ex, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 or
9.14.4G1 or SEQID NOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 or 60.
[0134] In some embodiments, the light chain comprises the CDR1, CDR2 and
CDR3 regions of antibody 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3,'1.120.1; 9.14.4], 8.10.3F,
9.7.21F, 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, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser,
8.103-CG4, 8.10.3FGl or 9.14.4Gl, or said CDR regions each having less than 4
or less than 3 conservative amino acid substitutions and/or a total of three or fewer
[0135] With regard to the heavy chain, in some embodiments, the variable region
of the heavy chain amino acid sequence is encoded in part by a human Vy3-11,
Vu3-23, Vu3-7, Vyl-18, Vy3-33, Vu3-48 geno and a Jyd, Ju6, Ji4b, or Ju6b gene.

- In a particular embodiment of the invention, the heavy chain variable region is

encoded by Vy3-11/Dy7-27/Jy46, Vi3-7/Dyb6-13/Tg4, Vu3-23/Dy1-26/T1d, Vig3-
11/Dy7-27/Ix4, Vu3-33/Dy1-26/Ig4, Vu1-18/Dyd-23/1p4, Vy3-11/Dy7-27/Tudb,
Vu3-48/Dy1-26/Tpdb, Vii3-11/Dy6-13/T6b, Vi3-11/Dyg7-27/Tx4b, Vi3-48/Dgl-
6/Ju4b, or Vy3-11/Dy6-13/Ty6b gene. In some embodiments, the Vi of the anti-
M-CSF mtibody contains one or more amino acid substitutions, deletions or
ingertions (additions) relative to the germline-amino acid sequence. In some
embodiments, the varisble domain of the heavy chain comprises 1,2, 3,4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, or 18 mutations from the garmline amino acid
sequence. In some embodiments, the mutation(s) are non-conservative
substitutions compared to the germline amino acid sequence. In some
embodiments, the mutations are in the CDR regions of the heavy chain. In some
embodiments, the amino acid changes are made at one or more of the same
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positions s the mutations from germline in any one or mors of the Vy of
antibodies 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4], 8.10.3F, 9.7.21F, 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-Sex, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4,
8.10.3FG1 or 9.14.4G1. Jn other embodiments, the amino acid changes sre at ome
or more of the same positions but involve a different mutation then in the reference
[0136] In some embodiments, the heavy chain compriges an amino acid sequence
of the variable domain (V) of antibody 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), 9.14.41 (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), 9.7.2C-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 (SBQ ID NO: 82), 9.7.2-Ser (SEQ ID NO: 86),
8.10.3-Ser (SEQ ID NO: 90) 8.10.3-CG4 (SEQ ID NO: 94), 8.10.3FG1 (SEQID
NO: 98) or 9.14.4G1 (SEQ ID NO: 102), or said amino acid sequence having up to
1,2,3,4,5,6,7,8,9, or 10 conservative amino acid substitutions and/or a total of
up to 3 non-conservative amino acid substitrtions. In some embodiments, the
heavy chain comprises the amino acid sequence from the beginning of the CDR1
to the end of the CDR3 of any one of the foregoing 9nﬁbodiea.

[0137] Insome emmbodiments, the heavy chain comprises the heavy chain CDRI,
CDR2 and CDR3 regions of antibody 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4],
8.10.3F, 9.7.21F, 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-C(G4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 5.14.4-8er, 9.7.2-
Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG] or 9.14.4G1, or said CDR regions sach
having less than 8, leas than 6, less than 4, or less than 3 conservative amino acid
substitutions and/or a totel of three or fewer non-conservative amino acid
substitutions.

[0138] In some embodiments, the heavy chain comprises a germline or antibody
CDR3, as described above, of an antibody sequence as described hercin, and may
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also comprise the CDR1 end CDR2 regions of a germline sequence, or may
comprise a CDR1 and CDR2 of an antibody sequence, each of which are
independently selected from an antibody comprising a heavy chain of an entibody
selected from 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.2]F, 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 or 9.14.4Gl. In another embodiment, the heavy chain comprises 8
CDR3 of an antibody sequence as described herein, and may algo comprise the
CDR1 and CDR2 regions, each of which are independently selected from 8 CDR1
and CDR2 region of a heavy chain variable region comprising an amino acid
sequence of the Vy region selected from 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 or 102, or encoded by a
mcleic acid sequence encoding the Vi region selected from SEQ ID NOS: 1, 5, 9, .
25, 29, 33, 37, 45, 97 or 101. In another embodiment, the antibody comprises &
light chain as disclosed above and a heavy chain as disclosed sbove.

[0139] One type of amino acid substitution that may be made is to change one or
more cysteines in the antibody, which may be chemically reactive, to another
residue, such as, without limitation, alanine or serine. In one embodiment, thare is
a substitution of a non-canonical cysteine, The substitution can be in a framework
region of a variable domain or in the constant domain of an antibody. In another
embodiment, the cysteine is in a non-canonical region of the antibody.

[0140]) Another type of amino acid substitution that may be made is to remove
any potential proteolytic sites in the antibody, particularly those that are in a CDR
or framework region of a variable domsin or in the constant domain of an
antibody. Substitution of cysteine residues and removal of proteolytic sites may
decrease the risk of any heterogeneity in the antibody product and thus increase its
homopgeneity. Another type of amino acid substitution is elimination of
asparagine-glycine peirs, which form potential deamidation sites, by altering one
or both of the residues. _

[0141] Insome embodiments, the C-terminal lysine of the heavy chain of the
anti-M-CSF entibody of the invention is not present (Lewis D.A., &t al,, Anal.
Chem, 66(5): 585-95 (1994)). In various embodimentz of the invention, the heavy
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and light chains of the anti-M-CSF antibodies may optionally include a signal
sequence.

[0142] In one aspect, the invention relates to inhibiting human anti-M-CSF
monoclonal antibodies and the cell lines enginsered to produce them. Table 1 lists
the sequence identifiers (SEQ ID NOS) of the nncleic acids that encode the
variable region of the heavy and light chains and the corresponding predicted
amino acid sequences for the monoclonal antibodies: 252, 88, 100, 3.8.3,2.7.3,
1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.2TF, 9.14.4, 8.10.3 and 9.7.2. Additional variant
antibodies 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Sez, 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 or 9.14.4G] could be made by methods known to one skilled in the art.
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Table 1’
H,'UMAN ANTIM-CSE ANITBODIES .
[ SEQUEI&IGB]E'ENT]FIER
: f-‘_ " . (SEQTD'NOS )

273 18 - 20
1.120.1 22 24
9.14.41 25 26 27 ‘28
9.14.4 37 38 27 28
9.14.4C-Ser 54 56
9.14.4-CG2 74 56
9.14.4-CG4 78 56
9.14.4-Ser 82° 27 28
9.144-G1 | 101 102 27 28
8.10.3F 29 30 31 32
8.103 29 30 43 44
8.10.3C-Ser 58 60
8.10.3-CG2 62 T 60
8.10.3-Ser 90 43 44
8.10.3-CG4 94 60
8.103FG1 | 97 98 31 32
9.7.2IF 33 34 35 36
9.7.2 45 46. 47 48
9.7.2C-Ser 50 52
9.7.2-CG2 66. 52
9.7.2-CG4 70 52
9.7.2-Ser 86 47 48
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Clags and Subclass of Anti-M-CSF Antibodies

[0143] The class and subclass of anti-M-CSF antibodies may be determined by
any method known in the art. In general, the class and subclass of an entibody
may be determined using antibodies that are specific for a particular class and
subclass of antibody. Such antibodies ere commercially available. The class and
subclass can be determined by ELISA, or Western Blot as well as other techniques.
Alternatively, the class and subclass may be determined by sequencing all or &
portion of the constant domains of the heavy and/or light chains of the antibodies,
comparing their amino acid sequences to the known amino acid sequences of
various class and subclasses of inmunoglobuling, and determining the class and
subclass of the antibodies.

[0144] In some embodiments, the anti-M-CSF antibody is a monoclonal

antibody. The anti-M-CSF antibody can be an IgG, an IgM, an IgE, an IgA, or an
1gD molecule. In preferred embodiments, the anti-M-CSF sntibody is an IgG and
is an IgG1, IgG2, IgG3 or IgG4 subciass. In other preferred embodiments, the
antibody is subclass gG2 or IgG4. In another preferred embodiment, the antibody
is subclass IgG1. ]

[0145] In another aspect of the invention, the anti-M-CSF antibodies demonstrate
both species and molecule selectivity. In some embodiments, the anti-M-CSF
antibody binds to human, cynomologus monkey and mouse M-CSF. Following the
teachings of the specification, one may determine the species selectivity for the
anti-M-CSF antibody using methods well known in the art. For instance, one may
determine the species selectivity using Western blot, FACS, ELISA, RIA, a cell
proliferation assay, or a M-CSF receptor binding assay. In a preferred
embodiment, one may determine the species selectivity using & cell proliferation
assay or ELISA.

[0146] In another embodiment, the anti-M-CSF antibody has a selectivity for M-
CSF that is at least 100 times greater than its selectivity for GM-/G-CSF. In some
embodiments, the anti-M-CSF antibody does not exhibit any appreciable specific
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binding to any other protein other than M-CSF. One can detormine the selectivity
of the anti-M-CSF antibody for M-CSF using methods well known in the art
following the teachings of the specification. For instance orie can determine the
selectivity using Western blot, FACS, ELISA, or RIA.

[0147) The invention provides a human anti-M-CSF monoclonal antibody that
binds to M-CSF and competes with, cross-competes with and/or binds the same
epitope and/or binds to M-CSF with the same Kp as (8) an antibody selected from
252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 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 or
9.14.4G1; (b) an antibody that compriges a heavy chain variable region having an
amino acid sequence of 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 or 102; (c) an antibody that comprises a
light chain variable region having an amino ecid sequence of SEQ ID NO: 4, 8, 12,
16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 or 60; (d) an antibody that comprises both a
heavy chain variable region as defined in (b)'and a light chain variable region as
definedin ().

[0148] One can determine whether an antibody binds to the same epitope,
competes for binding with, cross compotes forﬁindingwiﬂmrhu the same Kp an
anti-M-CSF antibody by using methods known in the art. In one embodiment, one
allows the anti-M-CSF antibody of the invention to bind to M-CSF under
saturating conditions and then measures the ability of the test antibody to bind to
M-CSF. If the test antibody is able to bind o M-CSF at the same time as the anti-
M-CSF antibody, then the test antibody binds to a different epitope as the anti-
M-CSF antibody. However, if the test antibody is not able to bind to M-CSF at the
same time, then the test antibody binds to the same epitope, an overlapping
epitope, or an epitope that is in close proximity to the epitope bound by the human
anti-M-CSF antibody. This experiment can be performed using BELISA, RIA, or
FACS. In a preferred embodiment, the experiment is parformed using
BIACORE™, : '
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Bind: ity of Anti. tibodies
[0149] In some embodiments of the invention, tho anti-M-CSF antibodies bind to
M-CSF with high affinity. In some embodiments, the anti-M-CSF antibody binda
to M-CSF with a Kp of 1x 107 M or less. In other preferred embodiments, the
antibody binds to M-CSF with a Kpof 1 x10® M, 1 x 10° M, 1x 107°M, 1 x 10"
M, 1x 10"*Mor less. In certain embodiments, the Kpis 1 pM to 500 pM. In
other embodiments, the Ky is between 500 pM to 1 #M. In other embodiments,
the Kp is between 1 M to 100 nM. In other embodiments, the K is between
100 mM to 10nM. In an even more preferred embodiment, the antibody binds to
M-CSF with substantially the same Kp as an antibody selected from 252, 88, 100,
3.8.3,2.7.3, 1.120.1, 9.14.4], 8.10.3F, 9.7.21F, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser,
9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.103-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-
CG4, 9.14.4-Sex, 9.7.2-Sex, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 or 9.14.4G1. In
another preferred embodiment, the antibody binds to M-CSF with substantially the
same Kp as an antibody that comprises 8 CDR2 of a light chain, and/or a CDR3 of
a heavy chain from an antibody selected from 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1,
9.14.4], 8.10.3F, 9.7.2IF, 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-CG2, 9.7.2-CGA4, 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 or 9.14.4G1. In still another
preferred embodiment, the antibody binds to M-CSF with substantially the same
Kp as an antibody that comprises a’heavy chain variable region having an amino
acid sequence of 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 or 102, or that comprises a light chain veriable
region having an amino acid sequence of SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32,
36, 44, 48, 52, 56 or 60. In another preferred embodiment, the antibody binds to
M-CSF with substantially the same Kp as an antibody that comprises a CDR2, and
may optionally comprise a8 CDR1 and/or CDR3, of a light chain variable region
having an amino acid sequence of the Vi region of SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16, 20,
24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 or 60, or that comprises a CDR3, and may optionally
comprise a CDR1 and/or CDR2, of a heavy chain variable region having an amino
acid sequence of the Vi; region of 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 or 102.
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[0150] In some embodiments, the anti-M-CSF antibody has a low dissociation
rate. In pome embodiments, the anti-M-CSF antibody has an kerof 2.0 x 107 &
or lower. In other preferred embodiments, the antibody binds to M-CSF with a kur
0f2.0x 10% or a kyr2.0 x 10 5” or lower. In some embodiments, the ke is
substantially the same as ananﬁbodydum'bédh:rein. such as an antibody
selected from 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4], 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-Sex, 9.7.2-Sex, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4,
8.10.3FGI or 9.14.4G1. In somo embodiments, the antibody binds to M-CSF with
substantially the same ko as an antibody that comprises (2) 2 CDR3, and may
optionally comprise a CDR1 and/or CDR2, of a heavy chain of an antibody
selected from 252, 88,.100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.21F, 9.14.4,
8.10.3,9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Sex, 8.10.3C-Ser, 8:10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-
CG4, 9.14.4-CR2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4,
8.10.3FG1 or 9.14.4G1; or (b) a CDR2, and may qptionnlly comprise a CDR1
and/or CDR3, of & light chain from &n antibody selected from 252, 88, 100, 3.8.3,
2.7.3,1.120.1, 9.14.4], 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-CGH4,
9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 or 9.14.4G1. In some
embodiments, the antibody binds to M-CSF with substantially the samo keg 28 an
antibody thet comprises a heavy chain variable region having an amino acid
sequence of 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 or 102; or that comprises a light chain varisble region
having an amino acid sequence of SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44,
48, 52, 56 or 60; In another preferred embodiment, the antibody binds to M-CSF
with substantially the same ko a8 an antibody that comprises a CDR2, and may
optionally comprise a CDR1 and/or CDR3, of a light chain variable region having
an amino acid sequence of SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52,
56 or 60; ora CDR3, nndmsyopﬁonallyomlnprinam)lu and/or CDR2, of a
heavy chain variable region having an amino acid sequence of SEQ ID NO: 2, 6,
10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 45, 50, 54, 58,.62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98
or 102.
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[0151] The binding effinity and dissociation rate of an anti-M-CSF antibody to a
M-CSF can be determined by methods known in the art. The binding affinity can
be measured by competitive ELISAs, RIAs, surface plasmon resonance (e.g., by
using BIACORE™ technology). The dissooiation rate can be measared by surface
plasmon resonance. Preferably, the binding affinity and dissociation rate is
measured by surface plasmon resonance. More preferably, the binding affinity and
dissociation rate arc measured using BIACORE™ techmology. - Example VI
exemplifies a method for determining affinity constants of anti-M-CSF monoclopal
antibodies by BIACORE™ technology.

Inhibition o SF Activi i-M-CSF

Inhibition of M-CSF binding to c-fms

[0152] In enother embodiment, the invention provides an anti-M-CSR antibody
that inhibits the binding of 8 M-CSF to ¢-fins receptor and blocks or prevents
activation of ¢-fms. In an preferred embodiment, the M-CSF is human. In another
preferred embodiment, the anti-M-CSF antibody is a humen antibody. The ICso
can be measured by ELISA, RIA, and cell based assays much as a cell prolifaration
asgay, 8 whole blood monocyte shape change assay, or a receptor binding
inhibition assay. In one embodiment, the antibody or portion thereof inhibits cell
proliferation with an ICs of 1o mote than 8.0 x 107 M, preferably no more than 3
x 167 M, or more prefarably no more then 8 x 10" M as measured by & cell
proliferation assay. In another embodiment, the ICs as measured by a monocyte
shape change assay is no more than 2 x 10 M, preferably no more than 9.0 x 107
M, or more preferably no more than 9 x 10° M. In another preferred embodiment,
the ICso a8 measured by & receptor binding assay is no mare than 2 x 10% M,
preferably no more than 8.0 x 10”" M, or mare preferably no more then 7.0 x 10
M. Examples II, IV, and V, exemplify various types of assays.

[0153] In another aspect anti-M-CSF antibodies of the invention inhibit
monocyte/macrophage cell proliferation in response to a M-CSF by at least 20%,
more preferably 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% ot
100% compared to the proliferation of cell in the absence of antibody.
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Immunization

[0154] In some cmbodiments, human antibodies are produced by immunizing a
non-human animel comprising in its genome some or all of human immuno-
globulin heavy chain and light chain loci with a M-CSF antigen. In a preferred
embodiment, the non-human anima} is 8 XENOMOUSE™ animal (Abgenix Inc.,
Fremont, CA). Another non-human animal that may be used is a ﬁmsgenic mouse
produced by Medarex (Medarex, Inc., Princeton, NI).

[0155] XENOMOUSE™ mice are engincered mouse strains that comprise large
fragments of human immunoglobulin heavy chain and light chain loci and are
deficient in mouse antibody production. See, e.g., Green et al., Nature Genetics
7:13-21 (1994) and U.S. Patents 5,916,771, 5,939,598, 5,985,615, 5,998,209,
6,075,181, 6,091,001, 6,114,598, 6,130,364, 6,162,963 and 6,150,584. See also
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, and
WO 00/037504. ; -
[0156] In another aspect, the invention provides a8 method for meking anti-M-
CSF antibodies from non-human, non-mouse animels by immunizing non-human
tranagenic enimals that comprise human immunoglobulin loci with 8 M-CSF
antigen. One can produce such animals using the methods described in the above-
cited documents. The methods disclosed in'these documents can be modified as
deacribed in U.S. Patent 5,994,619. U.S. Patent 5,994,619 describes methods for
producing novel cultural inner cell mass (CICM) cells and cell lines, derived from
pigs and cows, and transgenic CICM cells into which heterologous DNA has been
inserted. CICM transgenic cells can be used to produce cloned transgenic
embryos, fetuses, and offspring. The "619 patent also describes the methods of
producing the transgenic animals, that are capable of transmitting the heterologous
DNA to their progeny. In preferred embodiments, the non-human animals are rats,
sheep, pigs, goats, cattle or horses.

[0157] XENOMOUSE™ mice produce an adult-like human repertoire of fully
humen antibodies and generate antigen-specific human antibodies. In some
embodiments, the XENOMOUSE™ mics contain approximately 80% of the



10

15

20

25

30

" humsn antibody V gens repertoire through introduction of megabase sized,
germlins configuration yesst artificial chromosome (YAC) fragments of the humen
heavy chain loci and kappa light chain loci. In other embodiments,
XENOMOUSE™ mice further contain approximately all of the lambda light chain
locus, See Mendez et al., Nature Genetics 15:146-156 (1997), Green and
Jakobovits, J. Exp. Med. 188:483-495 (1998), and WO 98/24893, the disclosures
of which sre hereby incorporated by reference.

[0158] In some embodiments, the non-humen animal cormprizing humsn
immmmoglobulin genes ere animals that have a human immmoglobulin
“minilocus”. In the minilocus approach, an exogenous Ig locus is mimicked
through the inclusion of individual genes from the Ig locus, Thus, one or more Vi
genes, one or more Dy genes, ono or more Ji; genes, 2 mu constant domain, and a
second constant domain (preferably a gamma constant domain) are formed into a
construct for insertion imo an enimal. This approach is described, inter alia, in
U.S. Petent Nos. 5,545,807, 5,545,806, 5,569,825, 5,625,126, 5,633,425,
5,661,016, 5,770,429, 5,789,650, 5,814,318, 5,591,669, 5,612,205, 5,721,367,
5,789,215, and 5,643,763, hereby incorporated by reference.
[0159] In another aspect, the invention provides a method for making humanized
anti-M-CSF antibodies. In some embodiments, non-humen animals are immunized
with a M-CSF antigen as described below under conditions that permit antibody
productian, Antibody-producing cells are isolated from the animals, fosed with
myelomas to produce hybridomas, and nucleic acids encoding the heavy and light
chains of an anti-M-CSF antibody of interest are isolated. These nuclsic acids are
subsequently engineered using techniques known to those of skill in the art and as
described further below to reduce the smount of non-humen sequence, ie., to
hummizotheanﬁbodytoreducetheimmnnempomolinhmnm

[0160) In some embodiments, the M-CSF antigen ig isolated and/or purified

M-CSF. In a preferred embodiment, the M-CSF antigen is buman M-CSF. In

some embodiments, the M-CSF entigen is a fragment of M-CSF. In soms

embodiments, the M-CSF fragment is ths extracellular domain of M-CSF. In some
embodiments, the M-CSF fragment comprises at least one epitope of M-CSF. In

other embodiments, the M-CSF antigen is a cell that expresses or overexpresses M-
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CSF or an immunogenic fragment thereof on its surface. In some embodiments,
the M-CSF antigen is a M-CSF fusion protein. M-CSF can be purified from
natural sources using known techniques. Recombinant M-CSF is commercially
availzble.

[0161] Immunization of animals can be by any method known in the art. See,
e.g., Harlow and Lane, Antibodies: A Laboraiory Manual, New York: Cold Spring
‘Harbor Press, 1990. Methods for immunizing non-human animals such as mice,
rats, sheep, goats, pigs, cattle and horses are well known in the art. See, e.g.,
Harlow and Lane, supra, and U.S. Patent 5,994,619, In a prefarred embodiment,
the M-CSF antigen is administered with an edjuvant to stimulate the immune
TeSpONse. Exetnplnry adjuvants inclnde compléte or incomplete Freund’s adjuvant, -
RIBI (muramyl dipeptides) or ISCOM (immunostimulating complexes). Such
adjuvants may protect the polypeptide from repid dispersal by sequestering itin a
local deposit, or they mey contain substances that stimnlate the host to secrete
factors that are chemotactic for macrophages and other components of the immune
system. Preferably, if a polypeptide is being administered, the immunization
schedule will involve two or more administrations of the polypeptide, spread out
over several weeks, Example I exemplifies a method for producing anti-M-CSF
monoclonal antibodies in XENOMOUSE™ mice,

Production of Antibodies and Antibody-Producing Cell Lines

[0162) After immunization of en animal with a M-CSF antigen, antibodies and/or
antibody-producing cells can be obtained from the animal In some embodiments,
anti-M-CSF antibody-containing serum is obtained from the animal by bleeding or
sacrificing the animal, The serum may be used as it is obtained from the animal,
an immmmoglobulin fraction may be obtained from the serum, or the anti-M-CSF
antibodies may be purified from the serum.

[0163] In some embodiments, entibody-producing immortalized cell lines are
animal is sacrificed and lymph node and/or splenic B cells are immortalized.
Methods of immortalizing cells include, but are not limited to, tranafecting them
with oncogenes, infecting them with an oncogenic virus, cultivating them under
conditions that select for immortslized cells, subjecting them to carcinogenic or
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mutsting compounds, fusing them with &n immortalized cell, e.g., 8 myeloma cell,
and inactivating a tumor suppressor gene. See, ¢.8., Harlow and Lane, supra. If
fu_simwithmyohmacellaismed,themyelomaceuaprefanblydonotm
immunoglobulin polypeptides (8 non-secrstory cel] line).. Immortalized cells are
screened using M-CSF, a portion thereof, or & cell expressing M-CSF. Ina
prefered embodiment, the initial screening is performed using an enzyme-linksd

.immlmoasmy(ELlBA)oramdioinmmomy. An example of ELISA screening

is provided in WO 00/37504, incorporated hersin by reference.

[0164] Angi-M-CSF antibody-producing cells, e.g., hybridomas, are selected,
cloned and further screened for desirable characteristics, including robust growth,
high entibody production and desirsbls antibody characteristics, as discussed
further below. Hybridomas can be expanded in vivo in syngeneic animals, in
animals thet lack en immune system, e.g., nude mice, or in cell culturs in vitro.
Methods of selecting, cloming and expanding hybridomas are well known to those
of ordinary ekill in the art,

[0165] In a preferred embodiment, the immunized animal is 8 non-human animal
that expresses human immmmoglobulin genes end the splenic B cells are fused to a

- myeloma cell line from the same species as the non-humsn apimal. In a more

preferred embodiment, the immunized animal is 8 XENOMOUSE™ animel and
the myeloma cell line is e non-gecretory mouse myeloma. In an even more
preferred embodiment, the myeloma ceil line is P3-X63-AG8-653. See, c.g.,
Example L

[0166] Thus, in one embodiment, the invention provides methods of producing a
cell line that produces a humsan monoclonal antibody or a fragment thereof directed
to M-CSF camprising (a) immunizing a non-human transgenic animel described
herein with M-CSF, a portion of M-CSF or a cell or tissue expressing M-CSF; (b)
allowing the transgenic animal to mount an fmmune response to M-CSE; (c)
isolating B lymphocytes from a transgenic animal; (d) immorializing the B
lymphocytes; (¢) creeting individusl monoclonal populations of the immortalized
B lymphocytes; and (f) screening the immorialized B lymphocytes to identify an
sntibody directed to M-CSF.
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[0167] Inanothanspect,thehlvunﬁonprovifleshybridomsﬂ:ﬂpmdmem
human axti-M-CSF antibody. In a preferred embodiment, the hybridomas are
mouse hybridomas, as dsscribed ebove. In other embodiments, the hybridomas are
produced in  non-human, non-mouse species such as rats, sheep, pigs, goats, cattle
5 orhorses. In another embodiment, the hybridomas are humean hybridomas.
[0168] In another preferred embodiment, a transgenic animal is immunized with
M-CSF, primary cells, .g., spleen or peripheral blood cells, are isolated from an
immunized transgenic animal and individual cells producing antibodies specific for
the desired antigen are identified. Polyadenylated mRNA from each individual
10  cell is isolated and reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) is
performed using sense primers that anneal to variable region sequences, ¢.g.,
degenerato primers that recognize most ar all of the FR1 regions of human heavy
and light chain variable region genes end mntisense primers that anneal to constant
or joining region sequences, cDNAs of the heavy aud light chain variable regions
15 mthenclonedandacprmedmanymﬁtnbleﬁostoeﬂ,e.g.,amyelomaoe]],as
chimeric antibodies with respective immunoglobulin constant regions, such as the
heavy chain and x or A constant domsins. See Babcook, J.S. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 93:7843-48, 1996, herein incorporated by reference. Anti M-CSF
antibodies may then be identified and isolated as described herein.
20 [0169] In another embodiment, phage display techniques can be used to provide
libraries containing a repertoire of antibodies with varying affinities for M-CSF.
For production of such repertoires, it is unnecessary to immortalize the B cells
from the imnumized animal, Rather, the primary B cells can be used directly as a
source of DNA. The mixture of cDNAS obtained from B cell, e.g., derived from
25  spleens, is used to prepare an expression library, for example, a phage display
library transfected into E.coli. The resulting cells are tested for immunoreactivity
to M-CSF. Techniques for the identification of high affinity human antibodies
from such libraries are described by Griffiths et al., EMBO J., 13:3245-3260
(1994); Nissim et al., ibid, pp. 692-698 and by Griffiths ez al., ibid, 12:725-734.
30  Ultimately, clones from the Hbrary are identified which produce binding affinities
of a desired magnitnde for the antigen and the DNA encoding the product
respongible for such binding is recovered and manipulated for standard
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recombinant expreagion. Phage display libraries may also be constructed nsing
previously manipulated nucleotide sequences and screened in a similar fashion. In
general, ths cDNAs encoding heavy and light chains are independently supplied or
linked to form Fv enslogs for production in the phage Iibrary.

[0170] Tho phage library is then scroened for the antibodies with the highest
affinities for M-CSF and the genetic material recovered from the appropriate clone.
Fuarther rounds of screening can increase affinity of the original antibody isolated.
[0171] In another aspect, the invention provides hybridomas that produce an
buman anti-M-CSF antibody. In a preferred embodiment, the hybridomas are
mouse hybridomes, as described above. In other embodiments, the hybridomas are
produced in a non-tmman, non-mouse species such as rats, sheep, pigs, goats, cattle
or horses. In another embodiment, the hybridomas are Intrman hybridomas.

Nuclew Amds, Vealm'l, Host Cel]s and

Nucleic Acids

[0172] The present invention also encompasses nucleic acid molecules encoding
anti-M-CSF antibodies. In soms embodiments, different tuolsic acid molscules
encode & heavy chain and a light chain of an anti-M-CSF immunoglobulin, In
other smbodiments, the same mucleic acid molecule encodes a heavy chain an a
light chain of an anti-M-CSF immumoglobulin. In one embodiment, the nucleic
acid encodes a M-CSF antibody of the invention.

{0173] Insome embodiments, the nucleic acid molecule encoding the variable
domain of the light chain comprises a humsn V, L5, 012, L2, B3, A27 gene and &
Jxl, Jx2, Jx3, or Jx4 gene.

[0174] nsome embodiments, the micleic acid molecule encoding the light chain,
encodes an amino acid sequence comprising 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, or 10 mutations
from the germline amino acid sequence. In some embodiments, the nucleic acid
molecule comprises & nucleotide sequence that encodes a Vi amino acid sequence
comprising 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, or 10 non-conservative amino acid substitutions
and/or 1, 2, or 3 non-conservative substitutions compared to germline sequence.
Substitutions may be in the CDR regions, the framework regions, or in the constant
domain.
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[0175] Insome embodiments, the nncléic acid molecule encodes a Vi amino acid
sequence comprising ons or more veriants compared to germline sequence that ere
identical to the variations found in the Vi of one of the antibodies 252, 88, 100,
3.8.3, 2.7.3, 1.120.1; 9.14.4], 8.10.3F, 5.7.2IF, 5.14.4, 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-CR2, 9.14.4-
CG4, 9.14.4-Ser, 5.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 or 9.14.4G1.
[0176] In some embodiments, the mucleic acid molecule encodes at least three
amino acid mitations compared to the germline sequence found in the Vi, of one of
the antibodies 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4, 8.10.3, or 9.72. '
[0177] Insome embodiments, the nucleic acid molecule comprises a micleotide
sequence that encodes the V1, amino acid sequence of monoclonal entibody 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 (SEQID NO: 20), 1.120.1 (SEQ ID NO: 24), 9.14.41 (SEQ ID NO: 28),
8.10.3F (SEQ ID NO: 32), 9.7.2IF (SBQ ID NO: 36), 9.14.4 (SEQ ID NO: 28),
8.10.3 (SEQ ID NO: 44), 9.72 (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 (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 (SEQID NO:
28), 9.7.2-Sar (SEQ ID NO: 48), 8.10.3-Ser (SEQ ID NO: 44), 8.10.3-CG4 (SEQ
ID NO: 60) 8.10.3FG1 (SEQ ID NO: 32) or 9.14.4G1 (SEQ ID NO: 28), ora
portion thereof. Tn some embodiments, sxid portion comprises st least the CDR2
region. In some embodiments, the mucleic acid encodes the amino acid sequence
of the light chain CDRs of said antibody. In some embodiments, said portionisa
contiguous portion comprising CDRI-CDR3.
[0178] In some embodiments, the mucleic acid molecule comprises a nucleotide
sequence that encodes the light chain amino acid sequence of one of SEQ ID NOS:
4,8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 or 60. Tn some preferred
embodiments, the nucleic acid molecule comprises the light chain micleotide
sequence of SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 27, 31, 35, 43 or 47, or a portion thereof,
[0179] In some embodiments, the nucleic acid molecule encodes a Vi, amino scid
sequence that is at loast 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% or 99%
identical to a Vy amino acid sequence shown in Figure 1 or to a V. amino acid
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sequences of any one of antibodies 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4],
8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser, 5.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser,
8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-C(G4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-
Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 or 9.14.4@G1, or an amino acid sequence of
any one of SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 or 60.

Nucleic acid molecules of the invention include nucleic acids that hybridize under '

highly stringent conditions, such as thoge describod above, to a nucleic acid
soquence encoding the light chain amino acid sequence of SEQ ID NOS: 4, 8, 12,
16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 or 60, or that has the light chain mucleic acid
sequence of SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 27, 31, 35, 43 or 47.

[0180] In another embodiment, the nucleic acid encodes a full-length light chain
of an antibody selected from 252, 88, 100, 3.8.3, 2,7.3, 1.120.1, 9.14.4], 8.10.3F,
9.7.21F, 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-CGH4, 8.10.3FG1 or 9.14.4G1, or a light chain comprising the amino acid
sequence of SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 or 60 and
a constant region of a light chain, or a light chain comprising a mutation. Further,
the nucleic acid may comprise the light chain nucleotide sequence of SEQ ID
NOS: 3, 7, 11, 27, 31, 35, 43 or 47 and the nucleotide sequence encoding 8
constant region of a light chain, or a nucleic acid molecule encoding a light chain
comprise a mutation. ) :

[0181] In another preferred embodiment, the micleic acid molecule encodes the
varisble domain of the heavy chain (V) that comprises a human Vi 1-18, 3-33,
3-11, 3-23, 3-48, or 3-7 gene sequence or a sequence derived therefrom. In various
embodiments, the mucleic acid molecule comprises a human Vy; 1-18 gene, a
Dy4-23 gene and a human Jy4 gene; a human Vy 3-33 gene, 8 humsn Dy1-26 gene
and a human Jy4 gene; a human Vi 3-11 gene, a humen Dy7-27 gene and a human
Ju4 gene; a human Vy 3-11 gene, a human Dy 7-27 gene and a human Jj;6 gene; a
humean Vy 3-23 gene, 2 human Dy1-26 gene end a human Jp4 gene; a humean Vy
3-7 gene, a humen Dy6-13 gene and a human Ji4 gene; 8 lmman Vy3-11 gene, 8
human Dy7-27 gene, and & human Jidb gene; e human V348 gene, 2 human
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Dg1-26 gene, and a human Judb gene; a human Vy3-11 gene, a humean Dy6-13
gene, and a human J;6b gene, or a sequence derived from the humen genes,
[0182) Insome embodiments, the nucleic acid molecule encodes an amino acid
sequence comprising 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,15, 16, 17 or 18
mutations compared to the germline amino acid sequence of the human V, D or J
genes. In some embodiments, said mutations are in the Vy region. In some
embodiments, said mutations are in the CDR rogions.

[0183] In some embodiments, the nucleic acid molecule encodes one or more
amino acid mutations compared to the germline sequence that are identical to
amino acid mutations found in the Vi of monoclonal antibody 252, 88, 100, 3.8.3,
2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 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-CGA4, .
9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 or 9.14.4G1. In some
embodiments, the nucleic acid encodes at least three arnino acid mutations
compared to the germline sequences that are identical to at least three amino acid
mutations found in one of the above-listed monoclonal antibodies.

[0184] In some embodiments, the mucleic acid molecule comprises a nucleotide
sequence that encodes at least a portion of the Vi amino acid sequence of antibody
252 (SEQ ID NO: 4), 88 (SEQ ID NO: 8), 100 (SEQ ID NO: 12), 3.8.3 (SEQID
NO: 16), 2.7.3 (SEQ ID NO: 20), 1.120.1 (SEQ ID NO: 24), 9.14.41 (SEQ ID NO:
28), 8.10.3F (SEQ ID NO: 32), 9.7.2IF (SEQ ID NO: 36), 9.14.4 (SEQ ID I:TO:
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: 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: 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) 8.10.3FG1 (SEQ ID NO:.22) or 9.14.4G1 (SEQ ID NO: 28), or
said sequence having conservative amino acid mutations and/or a total of three or
fewer non-conservative amino acid substitutions. In varions embodiments the
sequence encodes one or more CDR regions, preferably a CDR3 region, all three
CDR regions, a contiguous portion including CDR1-CDR3, or the entire Vi
region.
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[0185] In some embodiments, the nucleic acid moleculs comprises a heavy chain
nucleotide sequence that encodes the amino acid sequence of one of 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 or 102. In some preferred embodiments, the nucleic acid molecule comprises at
loast a portion of the heavy chain nucleotide sequence of SEQ ID NO: 1, 5, 9, 25,
29,33, 37,45, 97 or 101. In some embodiments, said portion encodes the Vi
region, a CDR3 region, all three CDR regions, or a contiguous region including
CDR1-CDR3.

[0186] In some embodiments, the nucleic acid molecule encodas a Vi amino
acid sequence that is at least 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% or 99%
identical to the Vi amino acid sequences shown in Figare 4 or to a Vi amino acid
sequence of any one of 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 or 102. Nucleic acid molecules of the
invention include nucleic acids that hybridize under highly stringent conditions,
such as those described ebove, to a nucleotide sequence encoding the heavy chain
amino acid sequence of 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 or 102 or that has the nucleotide
sequence of SEQ ID NOS: 1, §, 9, 25, 29, 33, 37, 45, 97 or 101.

[0187] In amother embodiment, the nucleic acid encodes a full-length heavy
chain of an antibody selected from 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14 41,
8.10.3F, 9.7.21F, 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-C(32, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-
Ser, 8.10.3-Sex, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 or 9.14.4G1, or a heavy chain having the
amino acid gequence of 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 or 102 and a conatant region of a
heavy chain, or a heavy chain comprising a mutation. Further, the nucleic acid
may comprise the heavy chain nucleotide sequence of SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 25,
29, 33, 37, 45, 97 or 101 and a nucleotide sequence encoding a constant region of a
light chain, or a nucleic acid molecule encoding 2 heavy chain comprising 2
mutation.

[0188] A nucleic acid molecule encoding the heavy or eatire light chain of an
anti-M-CSF antibody or portions thereof can be isolated from any source that
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produces such antibody. In various embodiments, the nucleic acid molecules are
isolated from a B cell isolated from an animal immunized with M-CSF or from an
immortalized cell derived from such a B cell that expresses an anti-M-CSF
antibody. Methods of isolating mMRNA encoding sn antibody are well-known in
the art. See, e.g., Sambrook et al. The mRNA may be used to produce cDNA for
use in the polymerase chain reaction (PCR) or cDNA cloning of antibody genes.
In a preferred embodiment, the nucleic acid molecule is isolated from a hybridoma
that has as one of its fusion partners a human immunoglobulin-producing cell from
a non-human transgenic animal. In an even more preferrad ecmbodiment, the
human immunoglobulin producing cell is isolated from 8 XENOMOUSE™
animal. In another embodiment, the buman immunoglobulin-producing cell is
from a non-humen, non-mouse transgenic animal, as described above. In another
embodiment, the nmcleic acid is isolated from a non-human, non-transgenic animal.
The nucleic acid molecules isolated from & non-human, non-transgenic animal may
be used, e.g., for humanized antibodies.

[0189] In some embodiments, a nucleic acid encoding a heavy chain of an anti-
M-CSF antibody of the invention can comprise a nucleotide sequence encoding a
Vy domain of the invention joined in-frame to a nucleotide sequence encoding a
heavy chain constent domain from any source. Similarly, a nucleic acid molecule
encoding a light chain of an anti-M-CSF antibody of the invention can comprise a
nucleotide sequence encoding 8 V1. domain of the invention joined in-frame to a
muclcotide sequence encoding a light chain constant domain from any source.
[0190] In a further aspect of the invention, nucleic acid molecules encoding the
variable domain of the heavy (Vi) and Light (V1) chains are “converted” to full-
length antibody genes. In one embodiment, nucleic acid molecules encoding the
Vi or V|, domeins are converted to full-length antibody genes by insertion into an
expression vector already encoding heavy chain constant (Cy) or light chain (Cr)
constant domains, reepectively, such that the Vy segment is operatively linked to
the Cy; segment(s) within the vector, and the Vi, segment is operatively linked to
the Cp segment within the vector. In another embodiment, nucleic acid molecules
encoding the Vy and/or Vi, domains are converted into ﬁ:]l-len‘gth antibody genes
by linking, e.g., ligating, a nucleic acid molecule encoding a Vy and/or V), domains
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to a nucleic acid molecule encoding a Cy and/or Cr, domain using standard
molecular biological techniques. Nucleic acid sequences of human heavy and Light
chain immumoglobulin constent domain genes are known in the art. See, e.g.,
Kabat ¢t al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed., NTH Publ.
No. 91-3242, 1991, Nucleic acid molecules encoding the full-length heavy and/or
light chaing may then be expressed from a cell into which they have been
introduced and the anti-M-CSF antibody isolated.

[0191] The nucleic acid molecules may be used to recombinantly express large
quantities of anti-M-CSF antibodies. The mucleic acid molecules also may be used
to produce chimeric antibodies, bispecific entibodies, single chain antibodies,
immunoadhesins, disbodies, mutated antibodies and antibody derivatives, as
described further below. If the mcleic acid molecules are derived from a non-
humen, non-trensgenic animal, the nucleic acid molecules may be used for
antibody humanization, also as described below.

[0192] In another embodiment, a mucleic acid molecule of the invention is used
22 a probe or PCR primer for a specific antibody sequence. For instance, the
nucleic acid can be used a8 a probe in diagnostic methods or as a PCR primer to
amplify regions of DNA that could be used, inter alia, to isolate additional nucleic
acid molecules encoding variable domains of enti-M-CSF antibodies. In soms
embodiments, the nucleic acid molecules are oligonucleotides. In some
embodiments, the oligonucleotides are from highly variable regions of the heavy
and light chains of the antibody of interest. In some embodiments, the
oligonucleotides encode all or a part of one or more of the CDRs of antibody 252,
88, 100, 3.8.3, 2.7.3, or 1.120.1, or varisnts thereof described herein.

Vectors

[0193] The invention provides vectors comprising micleic acid molecules that
encode the heavy chain of an anti-M-CSF antibody of the invention or an antigen-
binding portion thereof. The invention also provides vectors compriging nucleic
acid molecules that encode the light chain of such antibodies or antigen-binding
portion thereof. The invention further provides vectors comprising nucleic acid
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molecules encoding fusion proteins, modified antibodies, antibody fragments, and
probes thereof.

[0194] In some embodiments, the anti-M-CSF antibodics, or antigen-binding
partions of the invention are expreased by imserting DNAs encoding partial or
full-length light and heavy chains, obtained as described above, into expression
vectors such that the genes are operatively linked to necessary expression control
sequences such as transcriptional and transnational comirol sequences. Expression
(AAV), plant viruses such as cauliflower mosaic virus, tobacco mosaic virus,
cosmids, YACs, EBV derived episomes, and the like. The antibody gene is ligated _
info @ vector such that transcriptional and transnational control sequences within
the vector serve their intended function of regulating the trenscription and
tramslation of the antibody gene. The expression vector and expression contro]
sequences are chosen to be compatible with the expression host cell used. The
antibody light chain gene and the antibody heavy chain gene can be inserted into
separate vectors, In a preferred embodiment, both genes are inserted into the same
expresgion vector. Tho antibody genes are inserted into the expression vector by
standard methods (e.g., ligation of complementary restriction sites on the antibody
gennﬁagmm:mdebr.mbhnﬁmdligaﬁonifmmtdcﬁonuit«mment).
[0195] A convenient vector is one that encodes a fimctionally complete human
Cy or Cr, immunoglobulin sequence, with appropriate restriction sitea engineered
so that any V or V. sequence can easily be inserted and expressed, as described
above. In such vectors, splicing vsually occurs between the splice donor site in the
inserted J region and the splice acceptor site preceding the human C domain, and
also at tha splice regions that occur within the human Cy exons. Polysdenylation
and trenscription termination occur at native chromosomal sites downstream of the
coding regions. The recombinent expression vector also can encode a signal
peptide that facilitates secretion of the antibody chain from a host cell. The
antibody chain gene may be cloned into the vector such that the signal peptide is
linked in-frame to the amino terminus of the immunoglobulin chain. The signal
peptide can be an immunoglobulin signal peptide or & heterologous signal peptide
(i.c., a signal peptide from a non-immmoglobulin protein),
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[0196] In addition to the antibody chain genes, the recombinant expression
vectors of the invention carry regulatory sequences that control the expression of
the entibody chain genes in & host cell. It will be appreciated by those skilled in
the art that the design of the expression vector, including the selection of
regulatory sequences may depend on such factors as the choice of the host cell to

be transformed, the 1svel of expreseion of protein desired, etc. Preferred regulatory

sequences for mammalian host cell expression include viral elements that direct
high levels of protein expression in mammalian cells, such &8s promoters and/or
enhancers derived from retroviral LTRs, cytomegalovirus (CMV) (such as the
CMYV promotet/enhancer), Simian Virus 40 (SV40) (such as the SV40
promoter/enhancer), adenovirus, (e.g., the adenovirus major late promoter
(AdMLP)), polyoma and strong mammalisn promoters such as native
immunoglobulin end actin promoters. For further description of viral regulatory
elements, and sequences thereof, see e.g., U.S, Patent No. 5,168,062, U.S. Patent
No. 4,510,245 and U.S. Patent No. 4,968,615. Methods for expressing antibodies
in plants, inclading a description of promoters and vectors, as well as
trangformation of plants is known in the ert. See, ¢.g., United States Patents
6,517,529, herein incorporated by reference. Methods of expresging polypeptides
in bacterial cells or fungal cells, e.g., yeast cells, are also well known in the art.
[0197] In addition to the antibody chain genes and rogulatory sequences, the
recombingnt expresgion vectors of the invention may carry sdditional sequences,
such as sequences that regulate replication of the vector in host cells (e.g., origins
of replication) and selectable marker genes. The selectabls marker gene facilitates
selection of host cells into which the vector has been introduced (ses e.g., U.S.
Patent Nos. 4,399,216, 4,634,665 and 5,179,017). For example, typically the
selectable marker gene confers resistance to drugs, such as G418, hygromycin or
methotrexate, on a host cell into which the vector hes been introduced. Preferred
selectable marker genes include the dihydrofolate reductase (DHFR) geno (for use
in dhfr-host cells with methotrexate selection/amplification), the neomyein
resistance gene (for G418 selection), and the glutamate synthetase gene.

Non-Hybridoma Host Cells and Methads of Recombinantly Producing Pratein

40

.y dredege iyl §

3
e e

oyhs o7

Ao 22T

it g e

- -
2 ] nar

CTimr- (N

TR o
i gher= M .

i

by
LT

]
-

..
f

whprt S g2

FT L o
- "
L)



s s e
v e

v 7.

-F L

g 3Ry

-

"o
e ]

- -

T .

P

WO 20050030124 PCT/US2004/029390

[0198] Nucleic acid molecules encoding anti-M-CSF entibodies and vectors
comprising these mucleic acid molecules can be used for transfection of a suitsble
manmalian, plant, bacterial or yeast host cell. Transformation can be by any
kmown method for introducing polynucleotides into a host call. Methods for
5 introduction of heterologous polymucleotides into mammalian cells are well known
in the art and include dextran-mediated transfection, calcium phosphate
precipitation, polybrene-medisted transfection, protoplast fusion, electroporation,
encapsulation of the polynucleotide(s) in liposomes, and direct microinjection of
the DNA into nuclei. In addition, micleic acid molecules may be introduced into
10  mammalien cells by viral vectors. Methods of transforming cells are well known
_inthe art. See, e.g., U.S. Patent Nos. 4,399,216, 4,912,040, 4,740,461, and
4,959,455. (which patents are hereby incorporated herein by reference). Methods
of transforming plant cells are well known in the art, including, e.g.,
15  electroporation and viral transformation, Methods of transforming bacterial and
yeast cells are also well known in the art.
[0199] Mammalian cell lines available a8 hosts for expression are well known in
the art and include many immortalized call lines aveilsble from the American Type
Cultare Collection (ATCC). These includs, infer alia, Chinese hamster ovary
20 (CHO) calls, NSO, SP2 cells, HeL2 cells, baby hamster kidney (BHK) cells,
monkey kidney cells (COS), uman hepatocellular carcinoma cells (e.g., Hep G2),
A549 cells, and a number of other cell lines. Cell lineg of particular preference are
selected through determining which cell lines have high expression levels. Other
cell lines that may be used are insect cell linos, such as S cells. When
25  recombinant exprossion vectors encoding antibody genes are introduced into
memmalian host cells, the antibodios ere produced by culturing the host cells for a
period of time sufficient to allow for expreasion of the antibody in the host cells or,
maore preferably, secretion of the antibody into the culture medium in which the
host cells are grown. Antibodies can be recovered from the culture medivm using
30 standard protein purification methods. Plant host cells include, e.g., Nicotiana,
Arebidopsis, duckweed, cormn, wheat, potato, etc. Bacterial host cells include
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E. coli and Streptomyces species. Yeast host cells include Schizosaccharomyces
pombe, Saccharomyces cerevisiae and Pichia pastoris.

[0200] Further, u:pr.am'm of antibodies of the invention (or other moieties
therefrom) from production cell lines can be enhanced using » number of known
techniques. For example, the glutamine synthetase gene expression system (the
GS gystem) is a commoan approach for enhancing expression under certain
conditions., The GS system is discussed in whole or part in comnection with
European Patent Nos. 0 216 846, 0 256 055, and 0 323 997 and Furopean Patent
Application No. 89303964.4.

[0201] Itis possible that antibodies expressed by different cell lines or in
transgenic animals will have different glyoosylation from each ofher. However, all
antibodies encoded by the nucleic acid molecules provided herein, or comprising
the amino acid sequences provided herein are part of the instant invention,
regardless of the glycosylation state or pattemn or modification of the antibodies.

Transgenic Animals and Plants

[6202) Anti-M-CSF antibodies of the invention also can be produced
transgenically through the generation of & mammal or plant that is transgenic for
the immnnoglobulin heavy and light chain sequences-of interest and prodnction of
the entibody in a recoverable form therefrom. In connection with the transgenic
production in mammals, anti-M-CSF entibodies can be produced in, and recovered
from, the milk of goats, cows, or other mammals. Ses, o.8., US Patent Nos.
5,827,690, 5,756,687, 5,750,172, and 5,741,957. In some embodiments, non-

.human transgenic animels that comprise hxman immmoglobulin loci are

immunized with M-CSF or an immunogenic portion thereof, as described above.
Methods for making antibodies in plants, yeast or fimgi/algae are described, e.g., in
US patents 6,046,037 end US 5,959,177.

[0203] In some embodiments, non-human tranagemic animals or plants are .
produced by introducing one or more mucleic acid molecules encoding an anti-M-
CSF antibody of the invention into the animal or plant by standard transgenic
techniques. See Hogan and United States Patent 6,417,429, supra. The transgenic
cells used for meking the iransgenic animal can be embryonic stem cells or somatic
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cells. The transgenic non-humean organisms can be chimeric, nonchimeric
heterozygotes, and nonchimeric homozygotes. Seo, e.g., Hogméd.
Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual 2ed., Cold Spring Harbor
Preas (1999); Jackson et al., Mouse Genetics and Transgenics: A Practical
Approach, Oxford University Press (2000); and Pinkert, Transgenic Animal
Technology: A Laboratory Handbook, Academic Press (1999). In some
anbodiments, the transgenic non-humean animals have a targeted disruption and
replacement by a targeting construct that encodes a heavy chain and/or s light
chain of interest. In a preferred embodiment, the transgenic animals comprise and
express nucleic acid molecules encoding heavy and light chains that specifically
bind to M-CSPF, proferably human M-CSF. In some embodiments, the transgenic
animals comprise nucleic acid molecules encoding a modified antibody such as a

, single-chain antibody, a chimeric antibody or a humanized antibody. The anti-M-

CSF antibodies may be made in any transgenic animal. In a preferred
embodiment, the non-human animals are mice, rats, sheep, pigs, goats, cattle or
horses. The non-human transgenic animal expresses said encoded polypeptides in
blood, milk, urine, saliva, toars, mucus and other bodily fhuids.

PhageDuplayLzbmrm

[0204} 'I'hnmvennonpmﬂdes a method forprodumng an anti-M-CSF antibody
or antigen-binding portion thersof comprising the steps of synthesizing a library of
human antibodies on phage, screening the library with M~CSF or a portion thereof,
isolating phage that bind M-CSF, and obtaining the entibody from the phage. By
way of example, one mothod for proparing the library of antibodies for use in
phage display techniques comprises the steps of immunizing a non-human animal
comprising human immunoglobulin loci with M-CSF or an antigenic portion
thereof to creatc &n imnmune response, extracting antibody producing cells from the
immunized enimal, isolating RNA from the extracted cells, reveme transcribing the
RNA to produce cDNA, amplifying the cDNA using a primer, and inserting the
¢DNA into a phage display vector such that antibodies are expressed on the phage.
Recombinant anti-M-CSF antibodies of the invention may be obtained in this way.
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[0205] Recombinant anti-M-CSF human antibodies of the invention can be
isolated by screening a recombinant combinatorial antibody library. Preferably the
librery is a scFv phags display library, generated uging human V; apd Vg cDNAs
prepared from mRNA isolated from B cells, Methodologies for preparing and
screening such libraries are known in the art. There are commercially available
kits for generating phage display libraries (e.g., the Pharmacia Recombinant Phage

Axtibody System, catalog no. 27-9400-01; and the Stratagene SurfZAP™ phage

display kit, catalog no, 240612), There also are other methods and reagents that
can be used in generating and screening antibody display libraries (see, o.g., U.S.
Patent No. 5,223,409; PCT Publication 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
3:81-85 (1992); Huse et al,, Science 246:1275-1281 (1989); McCafferty ef al.,
Nature 348:552-554 (1990); Griffiths ef al., EMBO J. 12:725-734 (1993); Hawkins
et al., J. Mol. Biol. 226:889-896 (1992); Clackson e al., Nature 352:624-628
(1991); Gram et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:3576-3580 (1992); Garrad

et al., Bio/Technology 9:1373-1377 (1991); Hoogenboom ef al., Nuc. Acid Res,
19:4133-4137 (1991); and Berbas ef al., Proc. Natl. Acad. Sct. USA 88:7978-7982
(1991).

[0206] In one embodiment, to isolate a8 uman anti-M-CSF antibodies with the
desired characteristics, a human anti-M-CSF antibody as deacribed herein is first
used to select human heavy and light chein sequences having similar binding
activity toward M-CSF, using the epitope imprinting methods described in PCT
Publication No. WO 93/06213. The antibody libraries used in this method are
preferably scFv libraries prepared and screened as described in PCT Publication
No. WO 92/01047, McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990); and Griffiths
et al., EMBO J. 12:725-734 (1993). The acFv entibody libraries preferably are
screened using human M-CSF as the antigen.

[0207] Once initial human V}, and Vy domains are selected, “mix and match”

experiments are performed, in which different pairs of the mitially selected Vi, and

Vi segments are screened for M-CSF binding to select preferred Vy/Vy pair
combinations. Additionally, to further improve the quality of the antibody, the Vi,
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and Vy; segments of the preferred Vy/Vis pair(s) can be randomly mutated,
preferably within the CDR3 region of Vi and/or V, in a process analogous to the
in vivo somatic nmtation process responsible for affinity maturation of antibodies
during a natural immune response. This in vitro affinity maturation can be
accomplished by emplifying Vg and Vi, domains using PCR primers
complimentary to the Vi CDR3 or Vi, CDR3, respectively, which primers have
been “spiked” with & random mixtare of the four mcleotide bases at certain
positions such that the resultant PCR producis encode Vy and Vi segments into
which random mutations have been introdnced into the Vi and/or Vi CDR3
regions. These randomly mutated Vy and V| segments can be re-screened for
binding to M-CSF.

[0208] Following screening and isolation of an anti-M-CSF antibody of the
invention from & recombinant immunoglobulin display Library, nucleic acids
encoding the selected antibody can be recovered from the display packsge (e.g.,
from the phage genome) and subcloned into other expression vectors by standard
recombinant DNA techniques. If desired, the mucleic acid can further be
manipulated to create other antibody forms of the invention, as describsd below.
To express a recombinant human antibody isolated by screening of 2 combinatorial
library, the DNA encoding the antibody is cloned into a recombinent expression
vector and infroduced into a mammalian host cells, as described above,

Class switching

[0209] Another aspect of the invention provides a methad for converting the
clars or subclass of an anti-M-CSF antibody to another class or subclass, In some
embodiments, & nucleic acid molecule encoding a Vi, or Vi that does not include
any mucleic acid sequences encoding Cy. or Cy is isolated using methods well-
known in the art. The macleic acid molecule then is operatively linked to a nucleic
acid sequence encoding a C;. or C from a desired immunoglobulin class or
subclass. This can be achieved using a vector or nucleic acid molecule that
comprises & Cy, or Cy chain, as described above, For example, an anti-M-CSF
antibody that was originally IgM can be class switched to en IgG. Further, the
class awitching mey be used to canvert one IgG subclass to another, ¢.g,, from
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1g(i1 to 1glil. Another method for producing an antibody ot the wmvention
comprising a desired isotype comprises the steps of isolating a nucleic acid
encoding a heavy chain of an anti-M-CSF antibody and a nucleic acid encoding a
Light chain of an anti-M-CSF antibody, isolating the sequence encoding the Vi
region, ligating the Vi sequence to a sequencs encoding a heavy chain constant
domain of the desired isotype, exprossing the light chain gene and the heavy chain
construct in a cell, and collecting the anti-M-CSF antibody with the desired
isotype.

[0216] In some embodiments, anti-M-CSF antibodies of the invention have the
serine at position 228 (according to the EU-numbering convention) of the heavy
chain changed to a proline. Accordingly, the CPSC sub-sequence in the F¢ region
of IgG4 becomes CPPC, which is the sub-sequence in IgG1. (Aslberse, R.C. and
Schuurman, J., Immunology, 105:9-19 (2002)). For example, the serine at residue
243 SEQ ID NO: 46 (which corresponds to reside 228 in the EU-numbering
convention) would become proline. Similarly, the serine at residue 242 of SEQ ID
NO: 38 (which corresponds to reside 228 in the EU-mumbering convention) would
become proline. In some embodiments, the framework region of the IgG4
antibody can be back-mutated to the germline framework sequence. Some
embodiments comprise both the back-mutates framework region and the serine to
proline change in the Fc region. Ses, e.g., SEQ ID NO: 54 (antibody 9.14.4C-Ser)
end SEQ ID NO: 58 (antibody 8.10.3C-Ser) in Table 1.

Deimmunized Antibodies :
[0211] Another way of producing antibodies with reduced immumogenicity ia the
deimmunization of antibodiss. In another aspect of the invention, the antibody

mey be deimmunized using the techniques described in, e.g., PCT Publication Nos.

W098/52976 and W000/34317 (which incorporated herein by reference in their
entirety).

Muated Antibodies

[0212] o another embodiment, the mucleic acid molecules, vectors and host cells
may be used o make mutted anti-M-CSF antibodics, The anibodies may be
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mutated in the variable domains of the heavy and/or light chains, e.g., to altara
binding property of the antibody. For example, a mutation may be made in one or
more of the CDR regions to increase or decrease the Kp of the antibody for
M-CSF, to increase or decrease kqs, or to alter the binding specifitity of the
antibody. Techniques in site-directed mutagenesis are well-known in the art. See,
e.8,, Sambrook et al. and Ausubel et al., supra. In a preferred embodiment,
mutations are made at an amino acid residue that is known to be changed
compared to germline in a variable domain of an anti-M-CSF antibody. In another
embodiment, ane or more mutations are meds at an emino acid residue that is
known to be changed compared to the germline in a CDR region or framework
region of a variable domain, or in a constent domain of a monoclonal antibody
252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4], 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-CQ2, 5.7.2-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 or
9.14.4G1. Tn mother embodiment, one or more mutstions are made at an amino
acid residue that is known to be changed compared to the germline in a CDR
region or framework region of g variable domain of a heavy chain amino acid
sequence selected from SEQ ID NOS: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 46, S0,
54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98 or 102, or whose heavy chain

. nucleotide sequence is presented in SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 25, 29, 33, 37,45, %7 or

101, ]nmothurumbodimmt,oneormoraﬁutaﬁonammadeatmamim acid
residue that is known to be changed compared to the germline in a CDR region or
framework region of & verisble domain of a light chain mino acid sequence
sclected from SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 or 60, or
whose light chain nucleotide sequence is presented in SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 27,
31, 35,43 or 47. .

[0213] In one embodiment, the framework region is mutated so that the resulting
framework region(s) have the amino acid sequence of the corrosponding germline
gane. A mutation may be made in a fremework region or constant domain to
increase the half-life of the anti-M-CSF antibody. See, e.g., PCT Publication No.
WO 00/09560, herein incorporated by reference. A mutation in a framework
region or constant domain also can be made to alter the immunogenicity of the
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antibody, to provide a site for covalent or non-covaleat binding to another
moleculs, or to alter such properties as complement fixation, FcR binding and
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC). According to the
invention, a single antibody may have mutations in any one or more of the CDRs
or framework regions of the variable domain or in the constant domain.

[0214] In some embodiments, there are from 1 to 8 including any mamber in
between, amino acid mutstions in either the Vs or Vy, domeins of the mutated anti- -
M-CSF antibody compared to the anti-M-CSF antibody prior to mutation. In any
of the above, the mutations may ocour in one or more CDR regions. Further, any
of the mutations can be conservative amino acid substitutions. In some
embodiments, there are no more than 5, 4, 3, 2, or 1 amino acid changes in the
constant domeins. '

Modified Antibodies -
[0215] In another embodiment, a fasion antibody or immmmoadhesin may be h
made that comprises all or a portion of an anti-M-CSF antibody of the invention
linked 1o another polypeptide. In a preferred embodiment, only the variable
domaing of the anti-M-CSF antibody are linked to the polypeptide. In another
preferred embodiment, the Vi domain of an anti-M-CSF antibody is linked to a
first polypeptide, whilo the Vi domain of an anti-M-CSF antibody is linked to a
second polypeptide that associates with the first polypeptide in a manner such that
the Vy and V;, domains can interact with ons another to form an antibody binding
gite. In another proferred embodiment, the Vy; domatin is separated from the Vy,
domain by a linker such that the Vy and V1, domains can interact with ons another
(see below under Single Chain Antibodies). The Vg-linker-V. mntibody is then
linked to the polypeptide of interest. The fusion antibody is nseful for directing a
polypeptide to a M—CSF—expﬁssins coll or tissuo. The polypeptide may be a
therapeutic agent, such as nto:dn.groﬁfantororotb:rregulatorypmtein,ormy
be a diagnostic agent, such as an enzyme that may be eagily visualized, such as
horseradish peroxidase. In addition, fusion entibodies can be created in which two
{or more) smglo-chain antibodies are linked {o one another, This is useful if one
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' wants to create & divalent or polyvalent antibody on 8 single polypeptide chain, or
" if one wants to create a bispecific antibody.
' [0216] To create a single chain antibody, (scFv) the V- and Vy-encoding DNA

o fragmennts are oparstively linked to another fragment encoding & flexible linker,

3 5 g, encoding the amino acid sequence (Glys -Ser)s, such that the Vi and V.

" ssquences can be expressed as a contiguous single-chain protein, with the Vy, and
i Vg domains joined by the flexible linker. See, o.g., Bird of al., Sclence

d 242:423426 (1988); Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883

h (1988); McCafferty e al., Nature 348:552-554 (1990). The single chain antibody
X 10 may be monovalent, if only a single Vy; and V. are used, bivalent, if two Vi and

V1. are used, or polyvalent, if more than two Vi and Vi are used. Bispecific or
polyvalent antibodies may be generated that bind specifically to M-CSF and to
another molecule.
[0217] In other embodiments, other modified antibodies may be prepared using
15 enti-M-CSF antibody-encoding nucleic acid molecules. For instamce, “Kappa
bodies” (Tl e al., Protein Eng. 10: 949-57 (1997)), “Minibodies™ (Martin et al.,
vy EMBO J. 13: 5303-9 (1994)), “Diabodies™ (Holliger ef al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90: 6444-6448 (1993)), or “Janusins” (Traunecker e al., EMBO J. 10:3655-
3 3659 (1951) end Traunecker et al., Int. J. Cancer (Suppl.) 7:51-52 (1992)) may be
20 prepared using standard molecular biological technigues following the teachings of
the specification.
[0218] Bispecific antibodies or antigen-binding fragments cen be produced by a
A variety of methods including fusion of hybridomas or linking of Feb' fragments.
. See, e.g., Songgivilai & Lachmann, Clin, Exp. Immunol, 79: 315-321 (1990),
¥ 25 Kostelny et al., J. Inmunol. 148:1547-1553 (1992). In addition, bispecific
" antibodies may be formed as “diabodies™ or “Janusins.” In some embodiments, the
bispecific antibody binds to two different epitopes of M-CSF. In some
embodiments, the bispecific antibody has a first heavy chain and a first light chain
from monoclonal antibody 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F,
30 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, or 9.7.2 and an additional mtibody heavy chain and light
chain. In some embodiments, the additionsl light chain amd heavy chain also are
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from one of the above-identified monoclonal antibodies, but are different from the
first heavy and light chains,

[0219] In some embodiments, the modified antibodies described above are
prepared using one or more of the varisble domains or CDR regions from a human
anti-M-CSF monoclonal antibody provided herein, from an emino acid sequence of
said monoclonal antibody, or from 8 heavy chain or light chain encoded by a
mucleic acid sequence encoding said monoclonal antibody.

Derivatized and Labeled Antibodies :

{0220] An anti-M-CSF antibody or antigen-binding portion of the invention can
be derivatized or linked to another molecule (e.g., another peptide or protein). In
general, the antibodies or portion thereof is derivatized such that the M-CSF
binding is not affected adversely by the derivatization or labeling. Accordingly,
the antibodies and antibody portions of the invention are intended to include both
intact and modified forms of the human anti-M-CSF antibodies described herein.
For example, an antibody or antibody portion of the invention can be functionally
linked (by chemical coupling, genetic fusion, noncovalent agsociation or
otherwisc) to cne or more other molecular entities, such as another sntibody (e.g., a
bispecific antibody or a diabody), a detection agent, a cytotoxic agent, a
pharmaceutical agent, and/or a protein or peptide that can mediate associate of the
antibody or mtibody portion with another molecule (such as a streptavidin core
region or a polyhistidine tag).

[0221] One type of derivatized antibody is produced by crosslinking two or more
antibodies (of the same type or of different types, e.g., to create bispecific
entibodies), Suitable crosslinkers include those that are hetarobifunctional, having
two distinctly reactive groups separated by an appropriate spacer (e.g.,
m-meleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide ester) or homobifunctional (e.g.,
disuccinimidyl suberate). Such linkers are available from Pierce Chemical
Compeny, Rockford, 111

[0222] Another type of derivatized antibody is a labeled antibody. Useful
detection agents with which an antibody or antipen-binding portion of the
invention may be derivatized include fiuorescent compounds, including
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fluorescein, fluorescein isoﬁ:iocyamte. rhodamine,
§-dimethylsmine-1-napthalenesulfonyl chloride, phycoerythrin, lanthanide
phosphors and the like. An antibody can also be labeled with enzymes that are
useful for detection, such as horseradish peroxidase, f-galactosidase, luciferase,
alkaline phosphatase, ghucose oxidase and the like, When an antibody ig labeled
with a detectable enzyme, it is detected by adding additional reagents that the -
enzyme uses to produce a reaction product that can be discemed. For example,
when the agent horseradish peroxidase is present, the addition of hydrogen
peroxide and diaminobenzidine leads to a colored reaction product, which is
detectable. An antibody can also be labeled with biotin, and detected through
indirect measurement of avidin or streptavidin binding. An antibody can also be
labeled with a predetermined polypeptide epitope recognized by a secondary

reporter (8.g., leucine zipper pair sequences, binding sites for secondary antibodies,

metal binding domains, epitope tags). In some embodiments, labels are attached
by spacer arms of various lengths to reduce potential steric hindrance.

[0223] An anti-M-CSF antibody can also be labeled with a adiolabeled amino
acid. The radiclabeled anti-M-CSF antibody can be used for both diagnostic and
therapeutic purposes. For instance, the radiolabeled anti-M-CSF antibody can be
used to detect M-CSF-expressing tumors by x-ray or other diagnostic techniques.
Further, the radiolabeled anti-M-CSF antibody can be used therapeutically as a
toxin for cancerous cells or tumors. Examples of labels for polypeptides include,
but are not limited to, the following radicisotopes or radionuclides — *H, *C, °N,
35g, By 97, Wiy 1357 gng i

[0224] An anti-M-CSF antibody can also be derivatized with a cherhical group
such as polyethylene glycol (PEG), a methyl or ethyl group, or a carbohydrate
group. These groups are ussful to improve the biological characieristica of the
antibody, e.g., to increase serum half-life or to increase tigsue binding.

Pl ical C it 1 Kif
[0225] The invention algo relates to compositions comprising & human anti-M-
CSF antagonist antibody for the treatment of subjects in need of treatment for

rheumatoid arthritis, osteoporoeis, or atherusclerosis. In some embodiments, the
subject of treatment is & human. In other embodiments, the subject is a veterinary

®
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subject. Hyperproliferative disorders where monocytes play a role that may be
treated by an antagonist anti-M-CSF antibody of the invention cen involve any
tissue or argan and include but are not limited to brain, lung, squamous cell,
bladder, gastric, pancreatic, breast, head, neck, liver, renal, overian, prostate,
colorectal, esophagesl, gynecological, nasopharynx, or thyroid cancers,
melanomas, lymphomas, leukemias or multiple myelomas. In particular, human
entagonist anti:M-CSF sntibodies of the invention ere ussful to treat or prevent
carcinomas of the breast, prostats, colon and lung.

[0226] This invention also encompasses compositions.for the treatment of &
condition selected from the group consisting of arthritis, psoriatic arthritis, Reiter’s
syndrome, gout, traumatic arthritis, ruhella arthritis and acute synovitis,
rheumatoid arthritis, rheumnatoid spondylitis, ankylosing spondylitis, osteoarthritis,
gouty arthritis and other arthritic conditions, sepsis, septic shock, endotoxic shock,
gram nogative sepsis, toxic shock syndrome, Alzheimer’s disease, stroke,
neurotrauma, asthma, adult respiratory distress syndrome, cerebral malaria, chronic
pulmonary inflammatory disease, silicosis, pulmonary sarcoidosis, bone resorption
disease, osteoporosis, restenosis, cardiac and renal reperfusion injury, thrombosis,
glomerularonephritis, diabotes, graft vs, host reaction, allograft rejection,
inflammatory bowel disease, Crohn’s disease, ulcérative colitis, multiple sclerosis,
muscle degeneration, eczema, contact dermatitis, psoriasis, sunburn, or
conjunctivitis shock in 8 mammal, including a human, comprising an amount of a
tuman anti-M-CSF monoclonal antibody of the invention effective in such
treatment and a pharmaceutically acceptable carrier.

[0227] Treatment may involve administration of one or more antagonist anti-M-
CSF monoclonal antibodies of the invention, or antigen-binding fragments thereof,
alone or with a pharmaceutically acceptable carrier. As used herein,
“pharmaceutically acceptable carrier” means any and all solvents, dispersion
media, coatings, antibacterial and antifungal agents, isotonic and absorption
delaying agents, and the like that are physiologically compatible. Some examples
of pharmaceutically acceptable carriers are water, saline, phosphate buffered
saline, dextrose, glycerol, ethanol and the like, as well as combinations thereof. In
many cases, it will be preferable to include isotonic agents, for example, sugars,
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polyalcohols such a8 mannitol, sorbitol, or sodium chioride in the composition.
Additional examples of pharmaceutically acceptable substances are wetting agents
or minor amounts of auxiliary substances such as wetting or emulsifying agents,
preservatives or buffers, which enhance the shelf life or effsctivencss of the
antibody.

[0228] Anti-M-CSF antibodies of the invention and compositions comprising
them, can be administered in combination with one or more other therapeutic,
disgnostic or prophylactic agents. Additional therapeutic agents includs other enti-
peoplastic, anti-tumor, anti-angiogenic or chemotherapeutic agents. Such
additional agents may be included in the same compogition or administered
scparately. In somse embodiments, one or more inhibitory anti-M-CSF antibodies
of the invention can be used as a vaccine or as adjuvants to a vaccine.

[0229] The compositions of this invention may be in a variety of forms, for
example, liquid, semi-solid and solid dosage forms, such as liquid, solutions (e.g.,
injectable and infusible solutions), dispersions or suspensions, tablets, pills,
powders, liposomes and suppositories. The preferred form depends on the
intended mode of administration and therapeutic application. Typical preferred
compositions are in the form of injectable or infugible solutibns, such as
compositions similar to those used for passive immunization of humans, The
preferred mode of administration is parenterel (e.g., intravenous, subcutaneous,
intraperitoneal, intramuscular), In a preferred embodiment, the antibody is
administered by intravenous infusion or injection. In another preferred
embodiment, the antibody is administered by intremuscular or subcutaneous
ngechon. In another anbodiment, the invention includes a method of treating a
subject in need thereof with an antibody or an antigen-binding portion thereof that
specifically binds to M-CSF comprising the steps of : (a) administering an .
effective amount of an isolated nucleic acid molecule « :coding the heavy chain or
the antigen-binding portion thereof, an isolated nucleic acid molecule encoding the
light chain or the antigen-binding portion thereof, or both the nucleic acid
molecules encoding the light chain and the heavy chain or antigen-binding portions
thereof; and (b) expressing the nucleic acid molecule.
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[0230] Therspeutic compositions typically must be sterile and stable under the
conditions of manuficture and storage. The compoaition can be formulated as a
solution, microamulaion, dispersion, liposome, or other ordered structure suitable
to high drug concentration. Sterile injectable solutions can be prepared by
inompmﬁnﬁﬂ:emti—M—CSF antibody in the required amount in an appropriate
solvent with one or 2 combination of ingredients enumerated above, as required,
followed by filtered sterilization. Genexally, dispersions are prepared by
incorporating the active compound into a sterile vehicle that contains 2 basic
dispersion medium and the required other ingredients from those enmumerated
above. Inthemeofsterilopowdmfmtheprepuaﬁonofsterﬂeinjectnble
solutions, the preferred methods of preparation are vacvum drying and
freeze-drying that yields a powder of the active ingredient plus any additional
desired ingredient from a previously sterile-filtered solution thereof, The proper
fluidity of a sohition can be maintained, for example, by the use of a coating such
as lecithin, by the maintenance of the required particle size in the case of
dispersion and by the use of surfactants. Prolonged absorption of injectable
compositions can be brought-about by including in the composition &n agent that
delays absorption, for example, monostearate salix and gelatin,

[0231] The antibodies of the present invention can be administered by a variety
of methods known in the art; although for meny therapeutic applications, the
preferred route/mode of administration is subcutaneous, intranmmscular, or
intravenous infusion. As will be appreciated by the skilled artisan, the route and/or
mode of adminisiration will vary depending upon the desired results.

[0232] In certain embodiments, the antibody compositions active compound may
be prepared with a carrier that will protect the antibody agrinst rapid release, such
as a controlled release formulation, including implants, tranedermal paiches, and
microencapsulsted delivery systems. Biodegredable, biocompatible polymers can
be used, such as ethylens vinyl acetate, polyanhydrides, polyglycolic acid,
collagen, polyorthoesters, and polylactic acid. Many methods for the preparation
of such formmiations are patented or generally known to those skilled in the art.
See, o.g., Sustainsed and Controlled Relsase Drug Delivery Systems (J. R.

Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978).
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[0233] In certain embodiments, an anti-M-CSF antibody of the invention can be
crally administered, for example, with an inert diluent or an assimilable edible
carrier. The compound (and other ingredients, if desired) can also be enclosed in a
hard or soft shell gelatin capsule, compresacd into tablets, or incorporated directly
into the subject’s diet. For oral therapeutic administration, the anti-M-CSF
antibodies can be incorporated with excipients and used in the form of ingestible
tablets, buccal tablets, troches, capsules, elixirs, suspensions, syrups, wafers, and
the like. To administer a compound of the inveution by other than parenteral
administration, it may be necessary to coat the compound with, or co-administer
the compound with, 8 material to prevent its inactivation.

[0234] Additional active compounds also can be incorporated into the
compositions. In certain embodiments, an anti-M-CSF antibody of the invention is
co-formulated with and/or co-administered with one or more additional therapeutic
agents. These agants include antibodies that bind other targets, antineoplastic
agents, antitumor agenis, chemotherapeutic agents, peptide analogues that inhibit
M-CSF, soluble ¢-fins that can bind M-CSF, one or more chemical agents that
inhibit M-CSF, anti-inflammatory agents, anti-coagulants, agents that lower blood
pressure (i.c, angiotensin-converting enzymo (ACE) inhibitors). Such combination
therapies may require lower dosages of the anti-M-CSF antibody as well as the co-
administered agents, fhus gvoiding possible toxicities or complications associated
with the various monotherapies.

[0235] Inhibitory anti-M-CSF antibodies of the invention and compositions
comprising them also may be administered in combination with other therapeutic
regimens, in particular in combination with radiation treatment for cancer. The
compounds of the present invention may also be used in combination with
mﬁcmonrngmhmmhuundostnﬁnmdmﬁostaﬁnorcyhtmdcdmgsmchas
adriamycin, damomycin, cis-platinum, etoposgide, taxol, taxotere and alkaloids,
such as vincristine, famesy] transferase inhibitors, VEGF inhibitors, and
antimetabolites such as methotrexate, '

[0236]) The compounds of the invention may also be used in combination with
antiviral agents such as Viracept, AZT, aciclovir and famciclovir, and antisepsis
compounds such es Valant.




10

15

20

25

30

1 % B UWJLANP VLIV

[0237] Thp compositions of the invention may include a “therapeutically
effective amount” or a “prophylactically effective amoumi” of an antibody or
antigen-binding portion of the invention. A “therapeutically effective amount™
refexs to an amount effective, at dosages and for periods of time necessary, to
achieve the desired therapeutic result. A therapeutically effective amount of the
unﬁbodyormﬁbodypmﬁonmnyvuyamdhgto factors such as the disease
state, age, sex, and weight of the individual, and the ability of the antibody or
antibody portion to elicit a desired response in the individual. A therapeutically
effective ammount is also one in which any toxic or detrimental effects of the
antibody or antibody portion are outweighed by the therapeutically benaficial
effects. A “prophylactically effective amount” refers to an amount effective, at
dosages and for periods of time necessary, to achieve the desired prophylactic
result. Typically, since a prophylactic dose is used in su:njects prior to or at an
earlier stage of disease, the prophylactically effective amount will be less than the
therapeutically sffective amount.

[0238] Dosage regimens can be adjusted to provide the optimum desired
response (e.g., & therepeutic or prophylactic response). For example, a single bolus
can be administered, several divided doses can be administered over time or the
dose can be proportionally reduced or increased as indicated by the exigencies of
the therapeutic situation. It is especially advantageous to formulate parenteral
compositions in dosage unit form for ease of administration and uniformity of
dosage. Dosage mit form es used herein refers to physically discrete units mited
28 unitary dosages for the mammalian subjects to be treated; each unit containing &
predetermined quantity of active compound calculated to produce the desired
therapeutic effict in association with the required pharmaceutical carrier The
specification for the dosage unit forms of the invention are dictated by and directly
dependent on (a) the unique cheracteristics of the anti-M-CSF antibody or portion
and the particular therapentic or prophylactic effect to be achieved, and (b) the
limitations inherent in the art of compounding such an antibody for the treatment
of sensitivity in individuals.

[0239] An exemplary, non-limiting range for a therapeutically or
prophylactically effective amount of an antibody or antibody portion of the
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invention is 0.025 to 50 mg/kg, more prefersbly 0.1 to 50 mg/kg, more preferably
0.1-25, 0.1 to 10 or 0.1 to 3 mg/kg. It is to be noted that dosage values may vary
with the type and severity of the condition to be alleviated. It is to be further
understood that for any particular subject, specific dosage rogimens should be
adjusted over time sccording to the individual need and the professional judgment
of the person administering or supervising the administration of the compositians,
and that dosage ranges set forth herein are exemplary only and are not intended to
limit the scope or practice of the claimed composition.

[0240] Another aspect of the present invention provides kits comprising an anti-
M-CSF antibody or antigen-binding portion of the invention or a composition
comprising such an antibody or portion. A kit may include, in addition tb the
antibody or composition, diagnostic or therapoutic agents. A kit also can include
instructions for use in a diagnostic or therapentic method. In a preferred
embodiment, the kit includes the antibody or a composition comprising it and &
diagnostic agent that can be used in & method described below. In another
prefrred embodiment, the kit includes the antibody or & composition comprising it
and one or more therapeutic agents that can be used in a method described below.
One embodiment of the invention is & kit comprising a container, instructions on
the administration of en anti-M-CSF antibody to a humen suffering from an
inflammatory disease, or instructions for measuring the mumber of CD14+CD16+
monocytes in a biological sample and an anti-M-CSF antibody.

[0241] This invention also relates to compositions for inhibiting abnormal cell
growth in a mammal comprising an amount of an antibody of the invention in
combination with an amount of a chemotherapeutic agent, wherein the amounts of
the compound, salt, solvate, or prodrug, and of the chemotherapeutic agent are
together cffective in inhibiting abnormal cell growth. Many chemotherapeutic
agents are known in the art. In some embodiments, the chemotherspeutic agent is
selected from the group consisting of mitotic inhibitors, alkylating agents, anti-
metabolites, intercalating antibiotics, growth factor inhibitors, cell cycle inhibitors,
enzymes, topoisomerase inhibitors, biological response modifiers, anti-hormones,
e.g. anti-androgens, and anti-angiogenesis agents.
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[0242] Anti-sngiogenic agents, such as MMP-2 (matrix-metalloproteinase 2)
inhibitors, MMP-9 (matrix-metalloproteinase 9) inhibitors, and COX-II
(cyclooxygenase II) inhibitors, can be used in conjunction with an anti-M-CSF
antibody of the invention. Examples of useful COX-1I inhibitors include
CELEBREX™ (celecaxib), valdecoxib, and rofecoxib. Exantples of useful matrix
metalioproteinase inhibitors are described in WO 96/33172 (published October 24,
1996), WO 96/27583 (published March 7, 1996), Buropesn Patent Application No.
97304971.1 (filed July 8, 1997), European Patent Application No. 993086172
(filed October 29, 1999), WO 98/07697 (published February 26, 1998), WO
98/03516 (published Janmary 29, 1998), WO 98/34918 (published August 13,
1998), WO 98/34915 (published August 13, 1998), WO 98/33768 (published
August 6, 1998), WO 98/30566 (published July 16, 1998), European Patent
Publication 606,046 (publizhed July 13, 1994), Buropean Patent Publication
931,788 (published July 28; 1999), WO 90/05719 (published May 31, 1990), WO
99/52910 (published October 21, 1999), WO 99/52889 (published October 21,
1999), WO 99/29667 (published June 17, 1999), PCT International Application
No. PCT/IB98/01113 (filed July 21, 1998), European Patent Application No.
99302232.1 (filed March 25, 1999), Great Britain patent application number
9912961.1 (filed June 3, 1999), U.S. Provisional Application No. 60/148,464 (filed
August 12, 1999),.U.S. Patent 5,863,949 (izsued Jammary 26, 1999), U.S. Patent
5,861,510 (issued January 19, 1999), and Buropean Patent Publication 780,386
(published June 25, 1997), all of which are incorporated herein in their entireties
by reference. Profesrod MMP inhibitors are those that do not demonstrate
arthralgia. More preferred, are those that selectively inhibit MMP-2 and/or MMP-
9 relative to the other matrix-metalloproteinages (i.e. MMP-1, MMP-3, MMP-4,
MMP-5, MMP-6, MMP-7, MMP-8, MMP-10, MMP-11, MMP-12, and MMP-13).
Some specific examples of MMP inhibitors useful in the present invention are AG-
3340, RO 32-3555, RS 13-0830, and the compounds recited in the following list:
3-{{4(4-fluoro-phenoxy)-benzenesulfonyl](1-hydroxycarbamoyl-cyclopentyl)-
amino}-propionic acid; 3-ex0-3-[4-(4-flucro-phenoxy)-benzenesulfonylamino}-8-
oxa-bicyclo[3.2.1]octane-3-carboxylic acid hydroxysmide; (2R, 3R) 1-[4-(2-
chlcno-ll-ﬂuoro-bmzyloxy)-b_mzmeuulﬁmyl]—3-hydtoxy—3-methyl—pipcridine-2-
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carboxylic acid hydroxyamide; 4-[4-(4-Buoro-phenoxy)-benzencsulfonylamino]-
tetrahydro-pyran-4-carboxylic acid hydroxyemide; 3-[[4-(4-fluoro-phenoxy)-
benzenesnlfonyi]-(1-hydroxycarbamoyl-cyclobutyl)-emino]-propionic acid; 4-[4-
(+chloro—phmoxy}bmzenesulfonylmnim]ftetahydm-pym4-cnboxyﬁc acid
hydroxyamide; (R) 3-[4-(4-chloro-phenoxy)-benzenesulforylamino]-tetrahydro-
pyran-3-carboxylic acid hydroxyamide; (2R, 3R) 1-[4-(4-fluoro-2-methyl-
benzyloxy)-benzenesulfonyl]-3-bydroxy-3-methyl-piperidine-2-carboxylic acid
hydroxyamide; 3-{[4-(4-fluoro-phenoxy)-benzenesulfonyl]-(1-hydroxycarbamoyl-
1-methyl-ethyl)-amino}-propionic acid; 3-[[4-(4-fluoro-phenoxy)-
benzenesulfonyl]-(4-hydroxycarbamoyl-tetrahydro-pyran-4-yl)-amino}-propionic
acid; 3-exo-3-[4-(4-chloro-phenoxy)-benzenesulfonylamino]-8-oxa-
bicyclo[3.2.1]octane-3-carboxylic acid hydroxyamide; 3-endo-3-[4-(4-fluoro-
phenoxy)-benzenesulfonylamino]-8-oxa-bicyclo[3.2.1]octane-3-carboxylic acid
hydroxyamide; and (R) 3-[4-(4-fluoro-phenoxy)-benzenesulfonylamino]-
tetrahydro-furan-3-carboxylic acid hydroxyamide; and pharmaceutically
acceptable salts and solvates of said compounds.

[0243] A compound comprising & human.anti-M-CSF monoclonal antibody of
the invention can also be used with signal transduction inhibitors, such as agents
that can inhibit EGF-R (epidermal growth factor receptor) responses, such as BEGF-
R antibodies, EGF antibodics, and molecules that are EGF-R inhibitars; VEGF
(vascular endothelial growth factor) inhibitors, such as VEGF receptors and
molecules that can inhibit VEGF; and erbB2 receptor inhibitors, such as organic
molecules or antibodies that bind to the erbB2 receptor, for example,
HERCEPTIN™ (Genentech, Inc.). BGF-R inhibitors are described in, for example
in WO 95/19970 (published July 27, 1995), WO 98/14451 (published April 9,
1998), WO 98/02434 (published January 22, 1998), and United States Patent
5,747,498 (issued May 5, 1998), and such substances can be used in the present
invention a8 described hercin. EGFR-inhibiting agents include, but are not limited
to, the monoclonal antibodies C225 and anti-BGFR 22Mab (\mClone Systems
Incorporated), ABX-EGF (Abgenix/Cell Genesys), EMD-7200 (Marck KgaA),
EMD-5590 (Merck KgaA), MDX~447/H-477 (Medarex Inc. and Merck KgaA),
and the compounds ZD-1834, ZD-1838 and ZD-1839 (AstraZeneca), PKI-166
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(Novartis), PK1-166/CGP-75166 (Novartis), PTK 787 (Novartis), CP 701
(Cephalon), lefmomide (Pharmacia/Sngen), 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), Nasmidine A (Bristol
Myers Squibb), RC-3940-11 (Pharmacis), BIBX-1382 (Bochringer Ingelheim),
OLX-103 (Merck & Co.), VRCTC-310 (Ventech Research), EGF fusion toxin
(Seragen Inc.), DAB-389 (Seragen/Lilgand), ZM-252808 (Imperial Cancer
Research Fund), RG-50864 (INSERM), LFM-A12 (Parker Hughes Cancer Center),
WHI-P97 (Parker Hughes Cancer Center), GW-282974 (Glaxo), KT-8391 (Kyowa
Hakko) and EGF-R Vaccine!(York Medical/Centro de Immunologia Molecular
(CIM)). These and other EGF-R-imhibiting agents can be used in the present
invention. ' :
{0244] VBGF inhibitors, for example SU-5416 and SU-6668 (Sugen Inc.),
AVASTIN™ (Genentech), SH-268 (Schering), and NX-1838 (NeXastar) can also
be combined with the compound of the present invention. VEGF inhibitors are
described in, for example in'WO 99/24440 (published May 20, 1999), PCT
International Application PCT/IB99/00797 (filed May 3, 1999), in WO 95/21613
(published August 17, 1995), WO 99/61422 (published December 2, 1999), United
States Patent 5,834,504 (issued November 10, 1998), WO 98/50356 (published
November 12, 1998), Unitad States Patent 5,883,113 (issued March 16, 1999),
United States Patent 5,886,020 (issued March 23, 1999), United States Patent
5,792,783 (issued August 11, 1998), WO 99/10349 (published March 4, 1995),
WO 97/32856 (published September 12, 1997), WO 97/22596 (published June 26,
1997), WO 98/54093 (published December 3, 1998}, WO 98/02438 (published
January 22, 1998), WO 99/16755 (published April 8, 1999), and WO 98/02437
(published January 22, 1998), all of which are incorporated herein in their
entireties by reference. Other examples of some specific VEGF inhibitors useful in
the present invention are IM862 (Cytran Inc.); anti-VEGF monoclonal antibody of
Genantech, Inc.; end angiozyme, a synthetic ribozyme from Ribozyme and Chiron.
Thess and other VEGF inhibitors can be used in the present invention as described
herein. BrbB2 recoptor inhibitors, such as GW-282974 (Glaxo Wellcome plc), and
the monoclonal entibodies AR-209 (Aronex Pharmaceuticals Inc.) and 2B-1
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(Chiron), can firrthermore be combined with the compound of the invention, for
example those indicated in WO 98/02434 (publighed Janmary 22, 1998), WO
99/35146 (published July 15, 1999), WO 99/35132 (published July 15, 1999), WO
98/02437 (published Jammary 22, 1998), WO 97/13760 (published April 17, 1997),
WO 95/19970 (published July 27, 1995), United States Patent 5,587,458 (issued
December 24, 1996), and United States Patent 5,877,305 (issued March 2, 1999),
which are all hereby incorporated herein in their entireties by reference. ErbB2
receptor inhibitors useful in the present invention are also described in United
States Patent 6,465,449 (issued October 15, 2002), and in United States Patent
6,284,764 (issued September 4, 2001), both of which are incorporated in their
catireties herein by reference. The ertbB2 receptor inhibitor compounds and
substance described in the aforementioned PCT applications, U.S. patents, and
U.S. provisional applications, as well as other compounds and substances that
inhibit the erbB2 receptor, can be used with the compound of the present invention
in accordance with the present invention.
[0245] Anti-survival agents include anti-IGF-IR antibodies and enti-integrin
agents, such as anti-integrin antibodies. 1
[0246] Anti-inflammatory agents can be used in conjunction-with an anti-M-CSF
antibody of the invention. For the treatment-of rheumatoid arthritis, the human
anti-M-CSF antibodies of the invention may be combined with agents such as
TNF-u inhibitors such as TNF drugs (such as REMICADE™, CDP-870 and
HUMIRAT™) and TNF receptor immunoglobulin molecules (such as ENBREL™),
IL-1 inhibitors, receptor antagonists or soluble IL-1ra (e.g. Kineret or ICE
inhibitors), COX-2 inhibitors (such as celecoxib , rofecoxib, valdecoxib and
etoricoxib), metalloprotease inhibitors (profarsbly MMP-13 selective inhibitors),
p2X7 inhibitors, &2 ligands (such as NEUROTIN™ AND PREGABALIN™), .
low doge methotrexate, leflunomide, hydroxychloroquine, d-penicillamine,
auranofin or parenteral or oral gold. The compounds of the invention can also be
used in combination with existing therapeutic agents for the treatment of
osteoarthritis. Suitable agemts to be used in combination include standard non-
steroidal anti-inflammatory agents (hercinafter NSAID’s) such as piroxicam,
diclofenac, propionic acids such as naproxen, flurbiprofen, fenoprofen, ketoprofen
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and ibuprofen, fenamates such as mefenamic acid, indoimethacin, sulindac,
apazone, pyrazolones such as phenylbutazons, salicylates such as aspirin, COX-2
inhibitors such as celecoxib, valdecoxib, rofecoxib and etoricoxib, analgesics and
intraarticular therapies such as corticosteroids and hyaluronic acids such as
hyﬂgan and synvisc.

[0247] Anti-coagulant agents can be used in conjnnction with an anti-M-CSF
amtibody of the invention. Examples of anti-cosgulant agents include, but are not
limited to, warfarin (COUMADIN™), heparin, and enoxaparin (LOVENOX™),
[0248] The human anti-M-CSF antibodies of the present invention may also be
used in combination with cardiovascular agents such as caicium chammel blockers,
lipid lowering agents such 2 statins, fibrates, beta-blockers, Ace inhibitors,
Angiotenzin-2 receptor antagonists and platelet aggregation inhibitors. The
compounds of the present invention may also be used in combination with CNS
agents such es antidepressants (such as sertraline), anti-Parkinsonian drugs (such as
deprenyl, L-dopa, REQUIP™, MIRAPEX™, MAOB inhibitors sach as selegine
and ragagiline, comP inhibitors such as Tasmar, A-2 inhibitors, dopamine reuptake
inhibitors, NMDA antagonists, Nicotine agonists, Dopamine agonists end
inhibitots of neuronal nitric oxide synthase), end anti-Alzheimer’s drugs such as
donepezil, tacrine, 2§ LIGANDS (such NEUROTIN™ mnd PREGABALIN™)
inhibitors, COX-2 inhibitors, propentofylline or metryfonate.

[0249] Thos human anti-M-CSF antibodies of the present invention may also be
nsed in combination with osteoporogis agents such as roloxifens, droloxifene,
lasofoxifene or fosomax and immumosuppressant agents such as FK-506 and
[0250] In another aspect, the invention provides diagnostic methods. The anti-
M-CSF antibodies can be used to detest M-CSF in a biological sample in vitro or
in vivo. In one embodiment, the invention provides a method for diagnosing the
presence or location of a M-CSF-expreasing tnmor in a subject in need thereof,
comprising the steps of injecting the antibody into the subject, determining the
expression of M-CSF in the subject by localizing where the antibody has bound,
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comparing the expression in the subject with that of a normal reference subject or
standard, and diagnoaing the presence or location of the tumor.

[0251] The enti-M-CSF antibodies cant be used in a conventional imntunosssay,
including, without limitation, an ELISA, an RIA, FACS, tissue
immmunohistochemistry, Western blot or immunoprecipitation. The enti-M-CSF
antibodies of the invention can be used to detect M-CSF from homens. In another
embodiment, the anti-M-CSF antibodies can be used to detect M-CSF from
primates such as cynomologus monkey, rhesus monkeys, chimpanzees or apes.
The invention provides a method for detecting M~CSF in a biological sample
comprising contacting a biological sample with an anti-M-CSF antibody of the
invention and detecting the bound antibody. In one embodiment, the anti-M-CSF
antibody is directly labeled with a detectable Isbel. In another embodiment, the
anti-M-CSF antibody (the first antibody) is unlabeled and a second antibody or
other molecule that can bind the anti-M-CSF antibody is labeled, As is well
known to one of skill in the art, a second sntibody is chosen that is able to
specifically bind the particular species and class of the first antibody. For example,
if the anti-M-CSF antibody is a human Ig@G, then the secondary antibody could be
an anti-human-IgG. Other molecules that can bind fo antibodies inchude, without

limitation, Protein A and Protein G, both of which are available commercially, e.g.,

_ [0252] Suitable labels for the antibody or aecondary antibody have been

disclosed supra, and include verious enzymes, prosthetic gronps, fluorescent
materials, Inminescent materials and radioactive materials. Examples of suitable
enzymes include horseradish peroxidase, alkaline phosphatase, 5-galactosidase, or
acetylcholinesterass; examples of suitable prosthetic group complexes include
streptavidin/biotin and avidin/biotin; examples of suitable fluorescent materials
include umbelliferone, fluorescein, fluorescein isothiocyanate, thodamine,
dichlarotriazinylamine fluorescein, dansyl chloride or phycoerythrin; an example
of a hmninescent material includes luminol; and examples of suitable radioactive
material inchude '*T, **'7, **S or *H. :

[0253] In other embodiments, M-CSF can be assayed in a biological sample by a
competition immunoassay utilizing M-CSF standards labeled with a detectable
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substance and an unlabeled anti-M-CSF entibody. In this assay, the biological
sample, the labeled M-CSF standards end the anti-M-CSF antibody are combined
and the amomnt of labeled M-CSF standard bound to the anlabeled antibody is
determined. The amount of M-CSF in the biological sample is inversely
proportional to the amount of labeled M-CSF stendard bound to the anti-M-CSF
antibody.

[0254] One can use the intmunoassays disclosed above for a number of purposes.
For example, the anti-M-CSF antibodies can be used to detect M-CSF in calls or
on the surface of cells in cell culture, or secreted into the tissue culture medium.
The anti-M-CSF antibodies can be used to determine the amount of M-CSF on the
surface of cells or secreted imto the tissue culture medium that have been treated
with various compounds. This method can be used to identify compounds that are
useful to inhibit or activate M-CSF expression or secretion, According to this
method, one sample of colls is treated with a test compound for a period of time
while another sample is left untreated. If the total level of M-CSF is to be
measured, the cells are lysed and the total M-CSF level is measured using one of
the immumoassays described above. The total level of M-CSF in the treated versus
the unireated cells is compared io determine the effect of the test compound.
[0255] An immunoassxy for messuring total M-CSF levels is an ELISA or
Western blot. If'the cell surface level of M-CSF is to be measured, fhe cells are not
lysed, and the M-CSF cell surfiace Icvels can be measured using one of the
immunoassaya described above, An immunoasseay for determining cell surface
levels of M-CSF can include the steps of labeling the cell surface proteins with a
detectable label, such as biotin or "I, immunoprecipitating the M-CSF with an
anti-M-CSF antibody and then detecting the labeled M-CSF. Another
immunoassay for determining the localization of M-CSF, e.g., cell surface levels,
can be immunohistochemistry. Methods such as ELISA, RIA, Western blot,
immunohistochemistry, cell surface labeling of integral membrane proteins and
immmnoprecipitation are well known in the art. See, e.g., Harlow and Lane, supra.
In addition, the immumoassays can be ecaled up for high thronghput screening in
order to test a large number of compounds for inhibition or activation of M-CSF.
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[0256] Another example of an immunoassay for-maamﬁng secroted M-CSF
levels can be an entigen capture assay, ELISA, immunohistochemisiry assay,
‘Western blot and the like using antibodies of the invention. If secreted M-CSF is
to be measured, cell culture media or body fhuid, such as blood serum, urine, or
synovial fluid, can be asseyed for secreted M-CSF and/or cells can bo lysed to
release produced, but not yet secreted M-CSF. An immunoassay for dstermining
secreted levels of M-CSP includes the steps'of lebeling the secreted proteins with a
detectable label, such as biotin or '2°], immunoprecipitating the M-CSF with an
anti-M-CSF antibody and then detecting the labsled M-CSF. Another
immunoassay for determining secreted lovels of M-CSF can include the steps of
(8) pre-binding enti-M-CSF antibodies to the surface of a microtiter plate; (b)
adding tizsue culture cell media or body fluid containing the secreted M-CSF to the
wells of the microtiter plate to bind to the anti-M-CSF antibodies; () adding an
antibody that will detect the enti-M-CSF antibody, e.g., anti-M-CSF labeled with
digoxigenin that binds to an epitope of M-CSF different from the anti-M-CSF
antibody of step (g); (d) adding an entibody to digoxigenin conjugated to
peroxidase; and (e) adding a peroxidase snbstrate that will yield a colored reaction
product that can be quantitated to determine the level of secreted M-CSF in tissue
culture cell media or a body fluid sample. Methods such as ELISA, RIA, Western
blot, immunchistochemistry, and antigen capture assay are well known in the art.
See, e.g., Harlow and Lane, supra. In addition, the immunoassays can be scaled up
for high throughput screening in order to test a largo number of compounds for
inhibition or activation of M-CSF.

[0257] The anti-M-CSF antibodies of the invention cen also be used to determine
the levels of cell surface M-CSF in a tissue or in cells derived from the tissne. In
some embodiments, the tissue is from 8 digeased tissue. In some embodiments, the
tissue can be a tumor or a biopsy thereof. Jn some embodiments of the method, a
tissus or a biopay thereof can be excised from a patient. The tiasua or biopsy can
then be used in an immunoeassay to determine, e.g., total M-CSF levels, cell surface
levels of M-CSF, or localization of M-CSF by the methods discuased sbove.
[0258] The method can comprise the steps of administering a detectably labeled
anti-M-CSF antibody or a composition compriging them to a patient in need of
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such a diagnostic test and subjecting the patient to imaging anslysis to determine
the location of the M-CSF-expressing tissues. Imaging analysis is well known in
the modical art, and includes, without limitation, x-ray analysis, magnetic
resonance imaging (MRI) or computed tomography (CE). The antibody can be
labeled with any agent suitable for in vivo imaging, for example a contrast agent,
such as barium, which can be used for x-ray analysiz, or a magnetic contrast agent,
such as a gadolinium chelate, which can be used for MR1 or CB. Other labeling
agents include, without limitation, radioisotopes, such as **Te¢, In another
embodiment, the anti-M-CSF antibody will be unlabeled and will be imaged by
administering 2 second antibody or other molecule that is detectable and that can
bind the anti-M-CSF antibody. In an embodiment, a biopsy is obtained from the
patient to determine whether the tissue of interest expresses M-CSF.

[0259] The mnti-M-CSF antibodies of the invention can also be used to determine
the secreted levels of M-CSF in a body fluid such as blood serum, urine, or
synovial fluid derived from a tissue. In some embodiments, the body fluid is from
a diseaged tissue. In some embodiments, the body fluid is from a tumor or a
biopsy thereof. In some embodiments of the method, body fluid is removed from &
patient. The body finid is then used in an immumnoasaay to determine secreted M-
CSF levels by the methods discussed above, One embodiment of the invention is a
method of assaying for the activity of a M-CSF-antagonist comprising:
administering a M-CSF antsgonist to a primate or human subject and measuring
the number of CD14+CD16+ manocytes in a biological aample.

Therepeutic Methods of Use

[0260] In another embodiment, the invention provides a method for inhibiting
M-CSF activity by administering an anti-M-CSF antibody to a patient in need
thereof. Any of the types of antibodies described herein may be used
therapentically. In a profesred embodiment, the anti-M-CSF sntibody is a human,
chireric or humanized antibody. In another preferred embodiment, the M-CSF is
human and the patient is a human patient. Alternatively, the patient may be a
mammal that expreases a M-CSF that the anti-M-CSF antibody cross-reacts with.
The antibody may be administered to a non-homan mammal expressing a M-CSF
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with which the antibody cross-reacts (i.e. a primate) for veterinary purposes or as
gn apima! model of human disease. Such snimal models may be useful for
evaluating the therapeutic efficacy of antibodies of this invertion.
[0261) As used herein, the term “a disorder in which M-CSF activity is
detrimental” ig intended to include diseascs and other disorders in which the
presence of high levels of M-CSF in & subject suffering from the disorder has been
shown to be or is suspected of being either responsible for the pathophyziology of
the disorder or a factor that contributes to a2 worsening of the disorder. Such
disorders may be evidenced, for example, by an increase in the levels of M-CSF
secreted and/or on the cell surfece or increased tyrosine antophosphorylation of ¢-
fins in the affected cells or tissues of a subject suffering from the disorder. The
increase in M-CSF levels may be detected, for exampls, vsing an enti-M-CSF
antibody as described above. '
[0262] In one embodiment, an anti-M-CSF antibody may be administered to a
patient who has & c-fms-expressing tumor or a tumor that secretes M-CSF and/or
that expresses M-CSF on its cell surface. Preferably, the tumor expresses a level
of ¢-fins or M-CSF that is higher than 8 normal tissue. The tfumor msy be a solid
tumor or may be a non-solid tumor, such as a lymphoma. In a more preferred
embodiment, an anti-M-CSF antibody may be administered to a patient who has a
c-fins-expresging tumar, a M-CSF-expressing tumor, or a tumor that secretes M-
CSF that is cancerous. F\nthor.ﬂletumorm_uybe cancerous. In an even more
preferred embodiment, the tumor is a cancer of lung, breast, prostate or colon. In
another preferred embodiment, the anti-M-CSF antibody administered to & patient
results in M-CSF no langer bound to the o-fims receptor. In a highly preferred
embodiment, the method causes the turnor not to increase in weight or volume or
to decrease in weight or volume. In another embodiment, the method causes c-fins
on tumor cells to not be bound by M-CSF. In another embodiment, the method
causes M-CSF on tumor cells to not be bound to ¢-fins. In another embodiment,
the method causes secreted M-CSF of the tumor cells to not be bound to c-fims. ¥n
a preferred embodiment, the antibody is selected from 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3,
1.120.1, 5.14.41, 8.10.3F, 9.7.21F, 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-C(2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-
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Ser, 9.72-Ser, 8.10.3-Sexr, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 or 9.14.4G1, or comprises a
heavy chain, light chain or antigen binding region thereof,

[0263] In another preferred embodiment, ah anti-M-CSF antibody may be
administered to a patient who expresses inappropriately high levels of M-CSF. It
ig known in the art that high-level expression of M-CSF can lead to a variety of
common cancers. In otte embodiment, said method rclates to the treatment of
cancer such as brein, squamous cell, bladder, gastric, pancreatic, breest, head,
neck, esophageal, prostate, colorectal, hug, renal, kidney, ovarien, gynecological
or thyroid cancer. Paticnis that can be treated with a compounds of the invention
acconding to the methods of this invention include, for exemple, patients that have
been diagnosed as having lung cancer, bone cancer, pancreatic cancer, skin cancer,
cancer of the head and neck, cutaneous or intreocular melanoms, uterine cancer,
ovarian cancer, rectal cancer, cancer of the anal region, stomach cancer, colon
cancer, breast cancer, gynecologic tumors {(e.g., utarine sarcomas, carcinoma of the
fallopisn tubes, carcinoma of the endometrium, carcinoma of the cervix, carcinoma
of the vagina or carcinoms of the vulva), Hodgkins disease, cancer of the
esophagus, cancer of the emall intestine, cancer of the endocrine system (e.8.,
cancer of the thyroid, parathyroid or adrenal glands), sarcomas of soft tissues,
cancer of the urcthra, cancer of the penis, prostate cancer, chronic or acute
leukemia, solid tumors (e.g., sarcomas, carcinomes or lymphomas that are cancers
of body tissuse other than blood, bone marrow or the lymphstic system), solid
tumors of childhood, lymphocytic lymphomas, cencer of the bladder, cancer of the
kidney or ureter (e.g,, renal cell carcinoms, carcinoma of the renal pelvis), or
neoplasms of the central nervous system (e.g., primary CNS lymphoma, spinal axis
tumors, brain stem gliomas or pituitary adenomas). In a more preferred
embodiment, the anti-M-CSF entibody is administered to a patient with breast
cancer, prostate cancer, lung cancer or colon cancer. In an even more prefexrred
embodimenhﬂwmehodcmmihecmmto@pmﬁfﬂaﬁﬁgabmmﬂly,ormt
to increase in weaight or volume or to decrease in weight or volume.

[0264] The antibody may be edministered ance, but more preferably is
administered multiple times. For example, the antibody may be administered from
three times daily to once every six months or longer. The administering may be on
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a schedule such as three times daily, twice daily, once daily, once every two days,
once every three days, ance weekly, once every two weeks, once every month,
once every two months, once every three months and once overy six months. The
antibody may also be administered continuously via 8 minipump. The antibody
:: 5  maybe administered via mn oral, mucosal, buccal, intranasal, inhalsbls,
intravenous, subcutaneous, intramuscular, parenteral, intratumor or topical route,
The antibody may be administered at the site of the tumor or inflamed body pert,
into the tumor or inflamed body part, or at a gite distant from the site of the tumor
or inflamed body part. ‘I‘heantibodymaybea'dmi:ﬁlwedome.atleaattwiceor
10  for at least the period of time until the condition is treated, palliated or cured. The
antibody generally will be administered for as long as the tumor is present
pmvidedﬁattheanﬁbodycauwfhetlmorm:mtostopgmwhgmw'
decrease in weight or volume or until the inflamed body part is healed. The
antibody will generally be administered as part of a pharmaceutical composition as
15  described supra. The dosage of antibody will generally be in the range of 0.1-100
mg/'kg, more preferably 0.5-50 mg/kg, more preferably 1-20 mg/kg, and even more
preferably 1-10 mg/kg. The serum concentration of the antibody may be measured
by any method known in the art. }
[0265] In another aspect, the anti-M-CSF antibody may be co-administered with
20  other therapeutic agents, such as anti-inflammatory agents, anti-coagulant agents,
agents that will lower or reduce blood pressure, anti-neoplastic drugs or molecules,
to a patient who has a hypesproliferative disorder, such as cancer or a tumor. In
one agpect, the invention relates to 2 mgthod for the treatment of the
hyperproliferstive disorder in 8 mammsl comprising sdministering to said mammal
a therapeutically effective amount of a compound of the invention in combination
with &n anti-tumor agent selected from the group consisting of, but not limited to,
mitotic inhibitors, alkylating agents, anti-metabolites, intercalating agents, growth
factor inhibitors, cell cycle inhibitors, enzymes, topoisomerase inhibitors,
biological response modifiers, anti-hormones, kinase inhibitors, matrix
30 metalloprotease inhibitors, genetic therapeutics and anti-androgens. In a more
L preferred embodiment, the antibody may be administered with an antineoplastic
3 agent, such as adriamycin or taxol. In another prefesrred embodiment, the antibody
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or combination therapy is administered along with radiotherapy, chamotherapy,
photodynamic therapy, surgery or other immmmotherapy. In yet another preferred
embodiment, the antibody will be administered with anofher sntibody. For
example, the anti-M-CSF antibody may be administered with an antibody or other
agent that is known to inhibit tumor or cancer cell proliferation, e.g., an antibody
or agent that inhibits erbB2 receptor, EGF-R, CD20 or VEGF.

[0266] Co-administration of the nnﬁbodywithannddiﬁonalﬂmapeuﬁca_gent
(combination therapy) encompasges administering 8 pharmaceutical composition
comprising the anti-M-CSF antibody and the additionsl therapeutic agent snd
administering two or more separete pharmaceutical compositions, one comprising
the anti-M-CSF antibody and the other(s) comprising the additiona! therapoutic
agent(s). Further, although co-administration or combination therapy generally
means that the antibody and sdditional therepentic agents are administered at the
same time a8 one another, it also encompasses instances in which the antibody and
additional therapeutic agents are administored at different times. For instance, the
antibody may be administered once every three dayz, while the additional
therapeutic agent is administered once daily. Alternatively, the antibody may be
administered prior to or subsequent to treatment of the disorder with the additional
therapeutic agent, Similarly, administration of the anti-M-CSF antibody may be
administered prior to or subsequent to other therapy, such as radiotherapy,
chemotherapy, photodynamic therapy, surgery or other immunotherapy

[0267] The antibody and ono or more additional therapeutic agents (the
combination therapy) may be adminigtered once, twice or at least the pertod of
time until the condition is treated, palliated or cured. Preferably, the combination
therapy is administered multiple times. The combination therapy may be
administered from three times daily to once every six months. The administering
may be on a schedule snch as three times daily, twice deily, once daily, once every
two days, once every three days, once weekly, once every two weeks, once every
month, once overy two months, once every three months end once every six
months, or may be administered continuously via a minipump. The combination
therapy may be administared via an oral, mucosal, buccal, intranasal, inhalable,
intravenous, subcutansous, intramuscular, parenteral, intratumor or topical route.

Tima L ke

STy

LT, .
[ L )

[ arts
ROy

-_.-':l’ -

et

B N

re
e e

e e 2R e
- -
L Yo

[

P e
2z o.m .o TEEme el




R LI

LR fen FIE

o

WD S R T e e g g PR
. L - e . L3 -

LY

=
Alw -1

a
By,

i
’

)

;b r-‘:'-::-_‘;zh I': -

vy
T

WO 2005/030124 PCT/US2004/029390

10

15

20

25

30

The combination therapy may be administered at a site distant from the site of the
tumor, The combination therspy generally will be administarod for as long as the
tumor is present provided that the antibody canses the tumor or cancer fo stop
growing or to decrease in weight or volume.

[0268] Ina atill forther embodiment, the anti-M-CSF antibody is lsbeled with a
radiolabel, an immunotoxin or a toxin, or is a fusion protein comprising a toxic
peptide. The anti-M-CSF antibody or anti-M-CSF entibody fusion protein directs
the radiolabel, immumotoxin, foxin of toxic peptide to the M-CSF-expreszing cell.
In a preferred embodiment, the radiolabel, immumotoxin, toxin or toxic peptide is
internalized after the anti-M-CSF antibody binds to the M-CSF on the surface of
the target oell,

[0269] In enother aspect, the anti-M-CSF antibody may be used to treat
noncancerous states in which high levels of M-CSF and/or M-CSF have been
associated with the noncancerous state or discase. In one embodiment, the method
comprises the step of edministering an anti-M-CSF antibody to a patient who has &
noncencerous pathological state caused or exacerbated by high levels of M-CSF
and/or M-CSF levels or activity. In a more preferred embodiment, the anti-M-CSF
antibody alows the progress of the noncancerous pathological state. In & more
preferred embodiment, the anti-M-CSF antibody stopa or reverses, at least in part,
the noncancerous pathological state. '

Gene Therapy

[0270] - The mucleic acid molecules of the instant invention can be administered to
& patient in need thereof via gene therapy. Tﬁotherapymaybeeiﬂminﬁworax
vivo, In a preferred embodiment, mcleic acid molecules encoding both a heavy
chain and a light chain are adminiatered to 8 patient, In & more prafirred
embodiment, the mucleic acid molecules are administered such that they are atebly
integrated into chromosomes of B cells becanse these cells are specialized for
producing antibodies. In a preferred embodiment, precursor B cells are transfected
or infected ex vivo and re-transplanted into a patient in need thereof. Tn another
embodiment, precursor B cells or other cells ere infected i vivo using a virus
known to infect the cell type of interest. Typical vectors used for gens therapy
include liposomes, plasmids and viral vectors. Exemplary viral vectors are
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retroviruses, adenoviruses and adeno-associsted viruses. After infection either in
vivo or ex vivo, levels of antibody expreasion can be monitored by taking a sample
from the treated patient and using any immunoasssy known in the art or discussed
herein.

[0271] In apreferred embodiment, the gene therapy method comprises the steps
of administering an isolated nucleic acid molecnle encoding the heavy chain or an
aatigen-binding portion thereof of an anti-M-CSF antibody and expressing the
nuclsic acid molecule. In another embodiment, the gene therapy method
comprises the atops of administering an isolated nucleic acid molecule encoding
the light chain or an antigen-binding portion thereof of an enti-M-CSF antibody
and expreaging the nucleic acid molecnle. In a more preferred method, the gene
therapy method comprises the steps of administering of an isolated micleic acid
molpculemmdingﬁeheﬁychainormmﬁgm—bindinsporﬁmtbereofan@an
isolated nucleic acid molecule encoding the light chain or the entigen-binding
portion thereof of an anti-M-CSF entibody of ths invention and expressing the
mucleic acid molecules. The gene therapy method may also comprise the step of
administering another anti-cancer agent, such as taxol or adriamycin.

[0272] In arder that this invention may be better understood, the following
examples are set forth. Thess exemples ere for purposes of illustration only and
are not to be construed as limiting the scope of the invention in any manner.

feneratior -all Lines Prodpcing Anti-M-Cast AT DO
[0273] Antibodies of the invention were prepared, selected, snd assayed as
follows:
Immunization and hybridoma generation _
Eight to ten week old XENOMOUSE™ mice were immunized intraperitoneally or
in their hind footpads with humen M-CSF (10 pg/dose/mouse). This dose was
repestad five to seven times over a three to eight week pariod. Four days before
fugion, the' mice were given a final injection of human M-CSF in PBS. The spleen
and tymph node lymphocytes from immunized mice were fused with the non-
secretory mryeloma P3-X63-Ag8.653 cell line, and the fused cells were subjected to
HAT selection as previously described (Gelfre and Milstein, Methods Enzymol.
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73:3-46, 1981). A pmel of hybridomas all secreting M-CSF specific human IgG2

_ and IgG4 antibodics was recovered. Antibodies also were generated using

. XENOMAX™ technology as described in Bsbcook, J.S. et al., Proc. Natl, Acad.

; Sci. USA 93:7843-48, 1996, Nine cell ines engineercd o produce antibodies of

' 5 the invention were selected for further study and designated 252, 88, 100, 3.8.3,
273, 1.120.1, 9.14.4, 8.10.3 and 9.7.2, The hybridomas were deposited under
terms in accordance with the Budapest Treaty with the American Type Culture
Collection (ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209 on
August 8, 2003. The hybridomas have been assigned the following acocssion

10 numbers:
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Hybridoma 3.8.3 (LN 15891)
Hybridoma 2.7.3 (LN 15892)
Hybridoma 1.120.1 (LN 15893)
Hybridoma 9.7.2 (LN 158%4)
Hybridome 9.14.4 (LN 15895)
Hybridoma 8.10.3 (LN 15896)
Hybridoma 88-gamme (UC 25489)
Hybridoma 88-kappa (UC 25490)
Hybridoma 100-gamma (UC 25491)
Hybridoma 100-kappa (UC 25492)
Hybridoma 252-gamma (UC 25493)
Hybridoma 252-kappa (UC 25494) °

PTA-5390
PTA-5391
PTA-5392
PTA-5393
PTA-5394
PTA-5395
PTA-5396
PTA-5397
PTA-5398
PTA-5399
PTA-5400
PTA-5401

EXAMPLE It
25 . tilization i5

[0274] DNA encoding the heavy and light chains of monoclonal antibodies 252,
88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1,120.1, 9.14.4, 8.10.3 and 9.7.2 was cloned from the
respective hybridoma cell lines and the DNA sequences were determined by
methods known to one skilled in the art. Additionally, DNA from the hybridoma
30 celllinca 9.14.4, 8.10.3 and 9.7.2 was mutated at specific framework regians in the
varisble domain and/or isotype-switched to obtain, for example, 9.14.41, 8.10.3F,
and 9.7.2IF, respectively. From nucleic acid sequence and predicted amino acid
i sequence of the antibodies, the identity of the gene usage for each antibody chain
'_ was determined (“VBASE™). Table 2 sets forth the gene utilization of selected
! 35  entibodies in acoardance with the invention:
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Table 2
g 1 Light Chain Gene Utilization

Clone Heavy Chain Kappa Light Chain
SEQIDNO: (Vy |Dy |Jz |SEQIDNO: |V, Te
252 1,2 3-11 | 7-27 |6 3,4 012 |3
88 56 3-7 |6-13 |4 7.8 012 |3
100 9,10 3-23 (126 |4 11, 12 12 |3
3.8.3 14 3-11 | 727 | 4 16 Ls |3
2.7.3 I8 3-33 |1-26 |4 20 Ls |4
1.120.1 22 1-18 | 423 |4 24 B3 |1
9.14.41 25, 26 3-11 | 7-27 | 4b 27,28 012 |3
" 8.10.3F 29, 30 348 | 1-26 | 4 31,32 A27 |4
9.7.21F 33,34 3-11 | 6-13 | 6b 35, 36 012 |3
9.14.4 37,38 3-11 | 7-27 | 4b 27,28 o012 (3
8.10.3 29, 30 3-48 | 1-26 | 4b 43, 44 A27 |4
9.7.2 45,46 3-11 | 613 | 6b 47, 48 012 |3
8.10.3FG1 97,98 348 | 1-26 | 4b 31,32 A27 |4
9.144G1 | . 101,102 |[3-11 | 727 |4b 27,28 012 |3
9.14.4C-Ser | 54 3-11 | 7-27 | 4b 56 012 |3
9.14.4-CG2 74 3-11 | 727 | 4b 56 012 (3
9.14.4-CG4 78 3-11 | 7-27 | 4b 56 012 (3
8.10.3C-Ser 58 348 | 1-26 {4b 60 A27 |4
8.10.3-CG2 62 3-48 | 1-26 | 4b 60 A27 |4
8.10.3-CG4 94 348 | 1-26 | 4b 60 A27 |4
8.10.3-Ser 90 3-48 | 1-26 | 4b 43,44 A27 |4
9.7.2C-Ser 50 3-11 [ 6-13 | 6b 52 012 |3
9,7.2-CG2 66 3-11 | 6-13 | 6b 52 012 |3
9.7.2-CG4 70 311 |613 [6b | 52 o12 |3
9.7.2-Ser 86 .|3-11 |613 |6 47,48 012 |3
9.14.4-Ser 82 3-11 | 7-27 | 4b 27,28 012 |3
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[0275] Mutagenesis of specific residues of the heavy and light chains was carried
out by designing primers and using the QuickChange Site Directed Mutagenesis
Kit from Strategene, according to the manufacturer’s instructions. Mutations were
confirmed by antomated sequencing, and mutagenized inserts were subcloned into
expression vectors. The expression vectors were tranefected into FTER293 cells to
produce enough of the antibodies for characterization.

[0276] In vitro assays were conducted to measure M-CSF-dependent mouse
monocytic cell proliferation in the presence of anti-M-CSF antibodies to determine
the degree of inhibition by anti-M-CSF antibodies.

[0277] Mouse monocytic cells, M-NFS-60 cells, from American Type Culture
Collection (ATCC) (Manassas, VA), were obtained and maintained in RPMI-1640
medium containing 2 mM L-glutamine (ATCC), 10% heat inactivated fetal bovine
serum (FBS) (Invitrogen, Carlsbad, CA), 0.05 mM 2-mercaptoethanol (Sigma, St.
Louis MO) (assay medium), with 15 ng/m] huyman M-CSF. M-NSF-60 cells were
split to 5 x 10* for next day use orto 2.5 x 10* for use in 2 days. Prior to use in the
assay, the cells were washed three times with RPMI-1640, counted and the volume
adjusted with assey medium to yield 2 x 10° celle/ml. All conditions were
conducted in triplicate in 96-well treated tissue culture plates (Comning, Corning,
NY). To each well 50 i of the washed cells, either 100 pM or 1000 pM M-CSF in
a volume of 25 gl and tost or control antibody at various concentrations in a
volume of 25 ul in acetate buffer (140 mM sodium chloride, 20 mM sodium
acetate, and 0.2 mg/ml polysorbate 80, pH 5.5) to a final volume of 100 ul was
added. Antibodies of the invention were tested alone and with human M-CFS.

The plates were incubated for 24 hours (hrs) at 37°C with 5% CO.

[0278] After 24 hrs, 10 ul/well of 0.5 ¢Ci *H-thymidine (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ) was added and pulsed with the cells for 3 hrs. To detect the
amount of incorporated thymidine, the cells were hervested onto pre-wet unifilter
GF/C filterplates (Packard, Meriden, CT) and washed 10 times with water. The
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plates were allowed to dry overnight. Bottom seals were added to the filterplates.
Next, 45 ul Microscint 20 (Packard, Meriden, CT) per well was added. After a top
seal was added, the plates were counted in a Trilux microbeta counter (Wellac,
Norton, OH).

5 [0279] These experiments demonstrate that anti-M-CSF antihodies of the
invention inhibit mouse monocytic cell proliferation in responae to M-CSF.
Further, by using various concenirations of antibodies, the ICs for inhibition of
mouse nonocytic cell proliferation was determined for antibodies 252, 88, 100,
3.8.3,2/7.3,1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, and 9.7.2 (Cell

10  Proliferation Assay, Table 3a and Table 3b).
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Table 39

oy atibodyi. 07| 22t | -s8 - "1007] 383 | 273 | ta20a

M-CSF Mouse Monocytic | 1.86x | 231x | 744x | 73x | 1.96x | 1.99x

Cell Proliferstion Assay | 10% | 10" | 10" [10™ | 16" | 107
[ICs0, M]

Human Whole Blood 867x | 580x | 153x |86x|7.15x| 8.85x

Monocyte Activetion Assay | 10 | 10° | 10 |10 | 10" | 107°
[ICs0, M]

Receptor Binding Inhibition | 7.47x | 445x | 1.252 [ 7.0x | 3.08x | 1.57x
Assay 107 { 10™ [ x10° [ 10" | 107 [ 107
[Ce, M ]

Table 3b

BA0AHY 9OTIK ] D144 | BADY !__97_2 ]
737x | 2.02x |413x] 7.37x
10 | 10" | 16" | 10"

Human WholeBlood | 249x | 446x | 1.125x | 648x | 28x | 1.98x

Monocyte Activation | 107 | 10 10° | 10 [ 10" | 10M
Assay

[ICs0, M] \
Receptor Binding 297x | 98x 529x | 41x | 15x | 6x
Inhibition Assay 10 | 10 10° | 10" | 10° | 10™
[ICso, M ]
EXAMPLE IV
M tivation

[0280] In vitro assays were conducted to measure M-CSF dependent monocyte
shape changes in the presence of anti-M-CSF antibodies to dstarmine if the anti-
M-CSF antibodies were capable of inhibiting whole blood monocyte activation and
their degree of inhibition of monocyte shape changes.
[0281] Inindividual wells of a 96-well tissue culture plate, 6 gl of 1.7 nM anti-

- M-CSF and 94 ul of whole human blood for a final concentration of 102 pM anti-

M-CSF antibody wexro mixed. The plates were incubated at 37°C in a CO; tissue
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culture incubator. Next, the plates were removed from the incubator. To each
well, 100 ul of a fixative solution (0.5% formalin in phosphate buffered saline
without MgCl, or CaClz) was added end the plates were incubated for 10 minutes
at room temperature. For each sample, 180 ul from each well and 1 ml of Red Cell
Lysis Buffer were mixed. The tubes were vortexed for 2 seconds. Next, the
aampies were incobated at 37°C for 5 minutes in a shaking water bath to lyse the
red blood cells, but to leave monocytes intact. Immediately following this
incubation, the samples were read on a fluorescence-activated cell scanning )
(FACS) machine (BD Beckman FACS) and data was analyzed using FACS Station
Software Version 3.4.

[0282] ‘These experiments demonstrate that anti-M-CSF antibodies of the
invention inhibit monocyte shape changes compared to control samples. Using the
monocyte shape change assay, the ICsy was determined for entibodies 252, 88,

100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4], 8.10.3F, 9.7 2IF, 9.14.4, 8.10.3, and 9.7.2
(Human Whole Blood Manocyte Activation, Table 3a and Table 3b).

[0283] In vitro assays were conducted to measure M-CSF binding to o-fmns
receptor in the presence of anti-M-CSF antibodies to determine if the anti-M-CSF
antibodies were capable of inhibiting M-CSF binding to c-fms receptor and their
degree of inhibition.

[0284] NIH-3T3 cells tranlfected with human c-fins or M-NSF-60 cells
maintained in Dulbecco’s phosphate buffered saline without magnesium or
calcium were washed. NIH-3T3 cells were removed from tissue culture plates
with 5 mM ethylene-diamine-tetra-acetate (EDTA), pH 7.4. The NIH-3T3 cells
were returned to the tissue culture incubator for 1-2m:'nuteu:\1dthe flask(s) were
tapped to loosen the cells. - The NIH-3T3 cells and the M-NSF-60 cells were
transferred to 50 m! tubes and washed twice with reaction buffer (1x RPMI without
sodium bicarbonate containing 50 mM N-2-Hydroxyethylpiperazine-N’-2-
ethsnesulfonic acid (HEPES), pH 7.4). Next, the NIH-3T3 cells were resuspended
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in reaction buffer for a final concentration of 1.5 x 10° cell/iml. The M-NSF-60
cells were resuspended in a reection buffer for a finsl concentration of 2.5 x 10°
[0285] For the assay, 9 pl of a sterile 0.4 M sucrose solution, 100 gl of *[-M-
CSF (Amersham, IMQ7228v) at a final concentration of 200 pM in RPMI-1640
containing 50 mM HEPES (pH 7.4), 0.2% bovine serum albumin, and 100 ul of

unlabeled M-CSF at a final concentration of 200 nM were mixed in a binding tube.

Next, 50 gl/tube of increasing concentrations of a test entibody was added. In
order to determine non-specific binding of the antibodies, we included samples to
which we also added 200 nM M-CSF. To control tubes, we did not add entibody.
Next, 15,000’ NIH-3T3 cells or 250,000 M-NSF-60 cells were added per tube. All
tubes were incubated at room temperature for 3 hrs and subjected to centrifugation
at 10,000 rpm for 2 min. The tips of the tubes containing the cell pellots were cut
oﬂ'mdtheamomtofM—CSFbomdtotheceﬂswddtanpnedumng aPackard
Cobra II Gamma counter. 'I‘hespemﬁcbmdmgwasdetemnnedby subtraoung
non-gpecific binding from total binding. All assays were performed in dupllcata.
The binding data was analyzed using the computer program, Graph Pad Prism
201,
[0286] These experiments demonstrate that snti-M-CSF antibodies of the
invention inhibit the binding of M-CSF to ¢-fins receptor compared to control
samples. Further, by using various concentrations of antibodies, the ICs, for
inhibition of receptor binding was determined for antibodies 252, 88, 100, 3.8.3,
2,73, 1.120.1, 9.14.4], 8.10.3F, 9.7.21F, 9.14.4, 8.10.3, and 9.7.2 (Receptor
Binding Inhibition Assay, Table 3a and Table 3b).

[0287] Affinity measures of purified antibodies were perfirmed by surface
plasmon resonance using the BIACORE™ 3000 instrument, following the
manufacturer’a protocols.
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[0288] For antibodies 3.8.3, 2.7.3 and 1.120.1, the experiments were performed
in a BIACORE™ 3000 instrument et 25°C in Dulbecco’s phosphate buffered
saline containing 0.0005% Tween-20. Protein concentrations were obtained from
sedimentation velocity experiments or by measuring the wavelength of the ssmple
at 280 nm using theoretical extinction coefficienta derived from amino acid
sequences. For experiments measuring the binding of antibody to immobilized
antigens, M-CSF was immobilized on a B1 chip by standard direct amine coupling
procedures. Antibody samples were prepared at 0.59 M for 3.8.3, 2.7.3 and
1.120.1. These samples ware diluted 3-fold serially to 8.5 oM or 2.8 nM for
roughly a 100-fold range in concentrations. For each concentration, the samples
were injected in duplicate at 5 ul/min flow for 4 min. The dissociation was
monitored for 2000 seconds. The data were fit globally to a simple 1:1 binding
model using BIACORE™ Biaevaluation software. In all cases, this method was
used to obtain kyr and it was found that this data set compared well to data
obtained from global fit of essociation and dissocistion data.

[0289] For antibodies 252, 88 and 100, the experiments were performed in 2
BIACORE™ 3000 instrument at 25°C in BBS-EP Buffer (0.01M HEPES, pH 7.4,
0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% Surfactant P20). For experiments measuring
the binding of antibody to immobilized antigens, a M-CSF was immobilized on a
CMS Research Grade Sensor chip by standard direct amine coupling procedures.
Antibody samples were prepared at 12.5 1M for antibodies 252 and 100 and at
25.0 nM for entibody 88. These samples were two-fold serially dituted to 0.78 oM
for roughly a 15-30 fold range in concentrations. For each concentration, the
samples were injected in duplicate in random order-at 30 ul/min flow for 3 min.
The dissociation was monitored for 300 sec, The data were fit globally to a gimple
1:1 binding mode! using BIACORE™ Biacvalustion software. In all cases, this
method was used to obtain kyy and it was found thet this data set compared well to
data obtained from global fit of association and dissociation data,

[0290] Teble 4 shows results for entibodies 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3 and
1.120.1.
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Table 4 |

252 88 100 383 273 1.120.1

Ko(M) [133x10" [133210° (2010 [4.0x107° {4.7x10° |5.4x10°
Jkar(l/8) [1.03x10°% [7.3x107 |1.7x10° '
1

5 ' [0291] Antibody 8.10.3 was produced in 3L sparged spinners. The 3L sparged

10

15

20

gpinner flask is a glass vessel where cultures are miked with an impeller controlled
by a magnetic platform. The spinner is connected to gas lines to provide 5% CO,
and air. 8.10.3 hybridoma cells wese initially thawed into T-25 cell culture flasks.
Iheceﬂswerepmgrmvelyoxpanﬂedunnlthmwuuuﬁcmntmmbaofcel]a
toseedthespargedspmers ] i

[0292] N03Lspurgedspmnm-ﬂnskswmseededw1th8103hybndomacelh
in Hybridoma Serum-Free Medinm with the addmonsmteﬂonTables for the
two sparged flasks. TheconcmtmuomformmlowlgGam(Gibeocaﬂi
16250-078), L-glutamine (JRH Biosciences cat# 59202-500M), Non-Essential
Amino Acids (Gibeo cati# 11140-050), Peptons (Difco cat#:211693), glucose (In-
house stock prepared from JT Baker cat# 1920-07),andAnh-fomC(Slgma cat#
A—SOll)aregwmatthﬂrﬁnnleommmOnsmthemedm. The balance of the
volume in each reactor is Hybridoma Serum-Free Medium, .

Table 5. Conditions for Growing Hybridomia 8.10.3

in two 3L sparged spinners. |
1

Conditions Spinner1 | Spinner 2
Seeding density (1x10° cells/ml) 0.16 m! 0.16 ml
Hybridoma Serum-Free Medium (Gibco cat# 12045- | Bajance Balance
076) ;
Ultra low IgG serum (Gibco caté# 16250-078) 5% 5%
L-ghutamine (JRH Biosciences cat¥# 59202-500M) 8 mmol/L Smmol/L
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Conditions Spinner 1 Spinner 2

Non-Bssential Amino Acids (Gibeo catif 11140-050) | 1% 1%

Peptons (Difco cat# 211693) 1g/L 1g/L

:ﬁﬁgj‘l\;gosaﬁn—homesto&pmpuedﬁomﬂwa 8g/L 8/L
0-07)

Aunti-foam C (Sigma cat.# A-8011) 1mlL 1mi/L

[0293] Tho cultures were grown for 15 days and were harvested when the
viability was below 20%. Viability was determined by trypen blue exclusion
method with an automated cell counter (Cedex, Innovatis), Harvesting was

5 accomplished by centrifugation and subsequent filtration. Clarified supernatant
was obiained after centrifugstion for 15 minutes at 7000 rpm and subsequent
filtration with a sterile 0.22 pm 4™ Opticap Millipore filter (cat# KVSCO4HB3)
into a 10L starile TC-Tech bag (cat # P/N 12420 Bag Style CC-10-112420). The

filtrate was then purified in the following example,
10

[0294] A Protein A column (Amersham Fharmacia) was prepped by washing
with 3 column volumes of 8M Urea, followed by an equilibration wash with 20

1S  mM Tris (pH 8). The final filtrate from Example VII was spiked with 2% v/v of
IM Tris pH 8.3 and 0.02% NaNj before being loaded onto the Protein A column
via gravity-drip mode. After load was complets, the resin was washed with 5
column volumes of 20 mM Tris (pH 8), followed by 5 column volumes of the
elution buffer (0.1 M Glycine pH 3.0). Any precipitation was noted, and then a

20  10% v/v spike of 1M Tris pH 8.3 was added to the eluted antibody. The eluted
protein was then dialyzed into 100 fold the volume amount of eluted material of
dialysis buffer (140 mM NaCl/20mM Sodium Acetate pH 5.5), Following
dialysis, the antibody was sterile filtered with a 0.22 pm filter and stored until
further use,
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[0295] Onpmalemdomfnnnlecynomolgmmonkeypudougogmupwm
intravenously administered vehicle or antibody 8.10.3 (produced as describe in
Examples VII and VIII) at 0, 0.1, 1, or 5 mg/kg in a dose volume of 3.79 mL/kg
over an spproximately 5 minute period. Blood samples for clinical laboratory
analysis wers collected at 24 and 72 hours postdoss and weekly for 3 weeks. The

monocyte counts were determined by light scatter using unAbbottDmgnosncs Inc.

Cell Dyn system (Abbott Park, Tllinois).

[0296] Adose-raluteddecraau(~25%t085%)mtotalmonocybs at all doses
(Pigures 1A and 1B) was observed. Monocyhecountuttheo 1 end 1 mg/kg
appenradtombomdtonearomuollevolsbyweekz,whﬂomonocytocomats
mg/kg were still decreased at 3 weeks.

[0297] Primate whole blood was drawn into Vacutainer tubes containing sodium
heparin, 0.2 ml of each blood semple was added to a 15 ml conical polypropylene
centrifiigs tube containing 10 ml of red blood.cell lysis buffer (Sigma), and
incubated in & 37°C water bath for 15 minutes. The tubes were then centrifuged in
a Sorvall RT7 centrifuge for 5 minntes at 1,200 rpm. The supernatant was
aspiratod, the pellet rosuspended in 10 ml of 4°C FACS buffer (Hanks® Balanced
Salt Solution/2%FBS/0.02% sodium azide), and the tube centrifaged again for 5
minutes gt 1,200 rpm. The supematant was aspirated and the pellet resuspended in
en antibody cocktail cansiating of 80 pl 4°C FACS buffer, 10 ul FITC-conjuggted
anti-humen CD14 monoclonel antibody (BD Biosciences, San Diego, CA), 0.5 pl
Cy5-PE-conjugsted anti-human CD16 menoclons! antibody (BD Biosciences, San
Diego, CA), and 10 11 PE-conjugated anti-humen CD89 monoclonal antibody (BD
Biosciences, San Diego, CA). The cell suspension was incubated on ice for 20
minutes, after which 10 ml of 4°C FACS buffer was added and the cells
centrifiged as before. The supematant waa espirated, and the cell pellet
resuspended in 400 ) FACS buffer and the colls analyzed on 8 FACSCaliber flow
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cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA). Date for 30,000 cells were collected
from each sample. :

[0298] The monocyte population was identified by a combination of forward
unglclightsgatterandorﬂmgma] light acatter. Cells within the monocyte gats
were furfher analyzed for expreasion of CD14 and CD16. Two distinct population
of monocytes were observed, ane expressing high levels of CD14 with little or no
CD16 expression (CD14++CD16-) and the othar expressing lower levels of CD14,
but high levels of CD16 (CD14+CD16+), similer to the two monocyte subsets
previously described in human peripheral blood (Ziegler-Heithrock H.W.,
Immunology Today 17:424-428 (1996)). For each primate teated, the percentage of
monocytes within the CD14+CD16+ subset was determined after each blood draw,
on days 1, 3, 7, 14, and 21 after 8.10.3 injection.

[0299] In general, 8.10.3 treatment resulted in a reduction in the percentage of
CD14+CD16+ monocytes (sec Figures 2A and 2B). Monkeys not receiving 8.10.3
Antibody demonstrated relatively stable CD14+CD16+ monocyte levels.
CD14+CD16+ monocytes have been termed “proinflammatory” because they
produce higher levels of TNF-it and other inflammatory cytokines (Frankenberger,
M.T., et al., Blood 87:373-377 (1996)). 1t has also been reported that the
differentiation of monocytes from the conventional CD14++CD16- phenotype to
the proinflammatory phenotype is dependent on'M-CSF (Saleh MN., et al., Blood
85: 2910-2917 (1995)).

MogKey ]regtment and MOnocyte ¢.OUms

[0300] Three male cynomolgus monkeys per dosage group were intravenously
administered vehicle (20 mM Sodium acetate, pH 5.5, 140 mM NaCl), purified
entibody 8.10.3F, or purified antibody 9.14.41 at 0, 1, or 5 mg/kg in a dose volume
of 3,79 mL/kg over an approximately 5 minute period. The monkeys were 4 to 9
years of age and weighed 6 to 10 kg. Blood samples for clinical laboratory
analyzig were collected at 2, 4, 8, 15, 23, and 29 days. Monocyte counts were
determined by light scatter using an Abbott Diagnostics Inc. Cell Dyn system
(Abbott Park, Illinois).
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[0301] A decrease in the percentage change in total monocytes at all doses of
antibody 8.10.3F and antibody 9.14.41 as compared to pre-test levels of monocytes
(Figures 3A and 3B) was observed (see e.g., day 4, 8, 15, and 23 in Figurea 3A and
3B). '

[0302] All publications and patent applications cited in this specification are .
herein incorporated by reference as if each individual publication or patent
application were specifically and individually indicated to be incorporated by
referenco. Although the foregoing invention has been described in some detail by
way of illustration and example for purposes of clarity of understanding, it will be
readily apparent to those of ordimary skill in the art in light of the teachings of this
invention that certain changes and modifications may be made thereto without
departing from the spirit or scope of the appended claims.
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eppvagpsvilippkpkdtimisrtpovtovvvd
ltvvhgdwingkeykclkvankgipapicktiskikggprepgvytippsreamtknqvsliclvkgfypsdiave
wesnggpennyktippmldsdgeftl

A LA USSIPHULTIYY

SEQUENCES
Key:

Signal peptide: underlined lower case
. CDRs 1,2,3: underlined UPPERCASE
Verisble domain: UPPER CASE
Constant domain: lower case
Mutstions from germline in bold

SEQID NO: 1
ﬁZHawChm[Gmmchmn]nuclwhduequm

BRI NN R LR T AL U ECTAN AT RAR AL

GAG’I‘CTGGGGGAGGC’ITGGTGAAGOCI‘GGAGGCH‘CCCTGAGACTCT CcC

TGTGCAGCCTCT ATCC

CGATICACCTTCAGTGACTACTACATGAGCTGG.
GCCAGGCIOCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATITCAIAQWIA

CI‘CCAGGGACAACGCCAAGAACI'CACT GTATCTGCAAATGAACAGCCT
GAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATCACTGTGCGAGAGCCCTAGGTGG

GATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGC T eea

SEQIDNO:2

252 Heavy Chain [ Gamma chain] protein sequence

melglcwifivaijkevgcQVQLVESGGGLVEPGGSLRLSCAASGFTESDYYMSWIR

QAPGKGLEWISYISGSGSTIY YADSYVXKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAR

DTAVYHCARALGGMDVWGQGTTVTVSSAstkgpsviplapcsreteestaalgelvkdyfp
yslssvvtvpsanfgtqtytenvdbkpantkvdktverkecv

apvtwwnagnltsgvhtfpav_lqugl ecppep

vahedpevgfnwyvdgvevhnskikpreeqfnstirvvsv
ysklivdkerwqqgnviscsvmhealhnhytqkslalspgk
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SEQID NO: 3
252 ng’ht Chain [Kappa chain] nunleotlde sequence

GACCCAGTCTCCATCCI‘CCCTGTCTGCATCTGTAGCH\GACAGAGTCACC
ATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCGGCTTTITAAATTGGTATC
AGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTA
GTTTGCAAAGTGGGGTCCCATTCAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGA
CAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAAC
TTATTACTGTCAACAGAGTTACAGTGTCCCATTCACTTICGGCCCTGGG
ACCAAAGTGGATATCAAACGA=ctgtggotgoaccateigtcttcatcticeegeeatotgat gage
WMWMMMWM
ggataacgecciccaalcggRing agagigtcace - aaggacageacctacageetc
WWWWWWW
tgagotcgoccgtcacanngagoticaacagrggagagtpt

SEQID NO: 4

252 Light Chain [Kappa chain] protein sequmne
IQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQOSISGFINWYQQK

PGKAPKLLIYATSSLOSGVPFRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQS

YSVPFTFGPGTKVDIKRtvaspsviifppedeglisgtasvvclimnfypreakvqwkvdnalqsgns

qesvieqdskdstyslastitiskadyekhkvyacevthqglsspvikefnrgec

SEQID NO: 5
88 Huvy Chain [Gamma chain] nuoleohde aequeuce

GAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCCAGCCTGGGGAOTCCCTGAGACTCTCR
TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGTAGCTATTGGATGAGCTGGGTCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGG ]

GATGGAAGTGAGAAATACTATGTGGACTCTGTGA AGGGCCGATTCACC
ATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGC
CTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCTCCGGATATAGCA
wwm&e&mmmmc

_®
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SEQ ID NO: 6

88 Heavy Chnm [Gemma cham] Pprotein sequence
QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMSWV

RQAPGKGLBWVAMMQRFTERDNAKNSLYLQWSL

RAEDTAVYYCAPGIAAAGRAYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarstsestnalgel

vkdyfpepvtvesnsgaltsgvhtipaviqesglyslasvvivpsanfgtqtytenv

ecppcpappvagpsvilfppkpkdtimisttpevicvvvdvh

tfryvavitvvhgdwingkeykokvankgipapiektisktk ggprepqvytippereemtknqvaltcivkgfyp
sdiavewesnggpennykitppmidsdgsfflyskitvdksrwqqgnviscavmhealhnhytqkslsispgk

SEQID NO: 7
ssnghthmn[Kappacham]nuclooudesequcnoe

GACCCAGTCCI‘COCTGTCTGCATCIG’ITGGAGACAGAGTCACC

ATCACTTGCCGGCCAAGTCAGGACATTAGCAGTIATTTAAATTGGTATC
AGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTA

GTTTGCAAAGTGGGGTCCCATTAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGA
CAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAAC
TTACTACTG

TCAACAGAGTTACAGTACCCCATICACTTTCGGCCCTGGG
ACCAAAGTGGATATCAAACGAactgtggctgcaccatctgtcttcatoticocgeoateigatgage

agcageaccotgacgotgagoarageagaciacgagasacacaangictacgectgepaagtcacceateagggee  «

tgagetcgoocgtoacasagagoticancaggEgAgnEtat

SEQIDNO: 8

88 Light Chain (Kappa chain] protein sequence
mrypagllgllliwigarcDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQDISSYLNWYQQK
PGKAPKLLIYAASSLOSGVPLRFSGSGSGTDFILTISSLQPEDFATYYCQOS
MGPGTKVDIKRtnapwﬁfppsdeqlhmwﬂmﬁprmkvqwkvdnﬂqagm
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SEQIDNO:9
100 HeavyCham[Gmma chmn] nucleoudc lequmce

GAGTCTGGGGAAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCE
TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAATGGGTCTCAGCTATTAGTGGTC
GTGGTGGTAGGACATACTTCGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCA
TCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCC
TGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTTCTGTGCGGTAGAAGGCTATA

gﬂammmmmwmwmmmww
mwmwmmmwmmm
ceecgaggtccagitcaactggtacgiggacggeptgeaggigcataaty ACanAs

WMMMMMWMME

SEQ ID NO: 10

100 Heavy Chain [Gamma chain] protein leannne

m.ﬂm&s!!sﬂv QHESGGGLVQPGGSLRISCMSMWVR
APGKGLEWVSAISGRGGRTYFADSVEGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRA

BDTAVYFCAVMQED!WGQGTLVWSSA’&@!V@W

gelvkdyfpepvtvswnagaltsgvhtfpaviqesglyslssvvtvpssniptqtytenvdhkpentkvdktverke |

cvecppepappvagpsvilfppkpkdtimisripevicvvvdvehedpevqfirwyvdgvevhnaktkpreeqf
nstfivvavitvvhgdwingkeykekvankglpapiektisktkpqgprepqvytlppsreemiknqvaltclvkef
ypsdlavewesngqpennykttppmldsdgaﬁlylkltvdhrwqqgwfwwmhmlhnh ksizlspg
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SEQIDNO: 11
100 Llsht Cham [Kappa cham] nucleoude sequenco

ACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCICCAGGGGAAAGAGCCACC
CTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAACTTAGCCTGGTACC
AGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAC
CAGGGCCAGTGGTATCCCAGACAGGATCAGTGGCAGTGGGTCTGGAAC
AGAGTTCACTCTCATCATCAGCAGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTT
TATTACTGTCAGCAGTCTAATAACTGGCCATICACTTTCGGCCCTGGGA
CCAAAGTGGATATCAAACGAsctgiggetgeaccatotgtettcatottocogocatetgatgagea
gitgaaatoigganctgetagegtiglgtgeotgeigantanctictatoocagagnggocaangtacegtggasggty
gataacgeociccanteggatancicocaggagagtaloacagngoaggacageasggacageacotacagocica

geagcacccigacgotgageasagoagactacgagaancacanagtctacgectgegaagticacceateagggect

gagcicgecegtoacaaagageitcancaggggagagtet

SEQIDNO: 12

100 Light Chain [Kappa chain] protein sequence
meapaqHllllwlipditgEIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASOSVSSNLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASTRASGIPDRISGSGSGTEFTLISSLQSEDFAVYYCQQOS

NNWPFIFGPGTKVDIKRtvaspsviifppsdeqiksgtasvvelimnfypreakvqwicvdnalgsgn .
yekhkvyacovthqglsspviksfhrgec

sqesvteqdskdstysisstitisiod

SEQ ID NO: 14

3.8.3 Heavy Chain [Gamma chain] protein sequence
mefilswyflvaiikgvacQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGETESDY YMSWI
RQAPGKGLEWFSYISSSGRTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLSLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcsrstsestasigclvkdyfpe
pvivswnsgaltsgvhtfpaviqssglyslssvvivpasnfgtqtytenvdbkpantkvdktverkccvecppopa
ppvagpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvehedpevqfrwyvdgvevhnaktkpreeqfnstfrvvevit
vvhqdwingkeykckvankglpapiektisktkgqprepqvytippsreemtimqvaltclvkgfypsdiavew
esngqpennyktippmldsdgsfilyskitvdksrwqdgnviscsvmhealhnhytqkslslepgk

SEQID NO: 16

3.8.3 Light Chain [Kappa chain] protein sequence
mémrvpaglighiiwfpearcDIQMTQSPSSVSASVGDRVTISCRASODISGWLAWY
QQKPGKAPKLLISATSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
OOTNSFPFIFGPGTKVDIKRtvaspsviifppsdeqlksgtasvvcllnnfypreakvqwkvdnalq
sgnsqesvteqdskdstyslsstitiskadyakhkvyacevthqglaspvtksfurgec
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SEQID NO: 18

2.7.3 Hoavy Chain [Gamma chain] protein sequence
mefalswvilyellrgeqcQVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGETFSSYGMHWY
RQAPGK GLEWVAFIWYDGSNKYYADSVEGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGYRVYFDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcsrstsestaalgel
vkdyﬂwpmawmgﬂlsgvhtﬁ:w!quglyslnwmmlg&tymﬂhkpmtkvdhvmkygp
pepscpapefiggpsvilfppkpkdtimisripevicvvvdvaqedpevgfitwyvdgvevimaktkpreegfns
tyrvvsvitvihgdwingkeykckvankglpssiektiskakgqprepqvytlppageemtimqvaltclvkgfy
psdiavewesngqpennykttppvidsdgsfilyeritvdksrwqegnviscsvmhealhnhytokslslspgk

SEQ ID NO: 20 :

2.7.3 Light Chain [Kappa chain] protein sequence
mdmrvpagliglliwfpesrcDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASODISSWLAWY
QRKPGKAPKLQIYAASSLESGVPSRFNGSGSGTDFTLSISSLQPEDFATYYC
QOTNSFPLTFGGGTK VEIKRivaspsviifppadeqlisgtasvvclinnfypreakvqwkvdnal
gsgnsqesvteqdskdstyslsstltlskadyekhkvyacevthqglaspvtkafirgec

SEQIDNO: 22
1.120.1 Heavy Chein [Gamma chain] protein sequence

LRSDDTAVYYCARRAYGANFFDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarsisestas
lgclvkdyfpepvivswnsgaltsgvhtfpaviqasglyslssvvtvpsanfaiqtytenvdhkpsntkvdktverk
covecppopappvagpsvilfppkpkdtlmiartpevicvvvdvehedpevq

fnwyvdgvevhnaktkpres
qfnstirvvsvitvvhqdwingkeykckvankglpapiektisktkgqprepgvytlppsreemtiknqgvsltclvk
memwmmmwmmm
p

SEQ ID NO: 24

1.120.1 Light Chain [Kappa chain] profein ssquence
mvigiqviislliwisgeyeDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSOSILFFSNNENYL,
AWYRQKPGQPPNLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVA
VYYCOOYYSSPWTFGQGTKVEIKRivaspsviifppsdeqlksgtasvvellnnfypreakvg
wkvdnalgsgnsqesvteqdskdstysisstitiskadyekhkvyacevthqglsspvtksforgec
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SBQ ID NO: 25
9 14 41 Heavy Chain [Gnmna Chain] nucleonde sequence

geagtitggecteagctaes attgctattatnaaneatetCCAGTGTCAGGTGCAGCTG
GTGGAGTCTGGGGGAGGCITGGTCAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACI‘C
TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTITCAGTGACTACTATATGAGCTGGA
TCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGGTTTCATACATTAGTA

GTAGTGGTAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCA
CCATCTCCAGGGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACA
GCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGCCTAA
CTGGGGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGC T tec

accaagggcccatcegicticecectggegeccigetotagasgeacctecgagageacagoggeccigggetgect

cotacacctgeaacgtagatcacaageccagoaacaccanggtgpacaagacagitgagegeanatgtiglgtogag
mewmmwmmwmms
atetcceggrecceigaggteacgtgeptagtgrtegacgtgagroacgaagacceogaggtecagticanctggta |
cmwmmmwmmmwsﬂwﬁm

WWHWWWWWWM
ctetacagoasgetcaccgtggacangagoaggtggeageaggggracgtottcteatgetcegtgatgoatgagse
tcigecacaaccactacecgeagaagagectcicoctpicticegpgtaaa

SEQ ID NO: 26 :
9.14.41 Heavy Chein [Gamma Chain] protein sequence
VQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFIFSDYYMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVE GRFTISRDNAKNSLYTLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarstsestaslgelvidyfpe
pvivswnsgaltagvhtfpavigssglyslasvvtvpaanfgtqtytenvdhkpantkvdktverkccvecppepa
ppvagpsvilfppkpkdtimisrtpevicvvvdvshedpevgfnwyvdgvevimaktkpreeqfnstfrvvavit
vvhqdwingkeykckvankglpapiektisktkgaprepqvytlppsreemiknqveltclvkgfypsdiavew
esnggpemnykitppmidsdgsfilyskitvdksrwqqgnviscevmhealhnhytqkslslspgk
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SEQID NO: 27
9.14.4, 9.14.41, 9.14.4-Ser end 9.14.4-G1 Light Chain [Kappa Chain] mucleotide

AGATGACCCAGTCT CCATCCTOCCTGTCI‘GCATC’I‘GTCGGAGACAGAGT
CACCATCACTTG G Al
TATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCCATGCTGCA
TCCAGTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGTAGTCTGCAACCTGAAGATTTTIGC
AACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCCATTCACTTTCGGCCCT
GGGACCAAAGTGGATATCAAACGAsctgtggctgcaceatctgteticatettocegecatetga
tgagcagttgaaatctggaactgectotgtigigigectgetgaatanciictatcccagagaggecasagtacagtppa
aggtggataacgecciceaatcggptaacicccaggagagtgtcacagageaggacageasggacageacctaca
Becteageagoaccetgacgotgageaangeagactacgagaaacacanagtctacgeetgegaagtcacceatea
gagectgagetcgecegtcacasagageticaacaggegagagtet

SEQ ID NO: 28
9.14.4, 914.4],9144-Sa'and9 14.4-G1 Light Chain [Kappa Chein] protein

mimrvpaqlglliiwirgarsDIQMTQSPSSLSASVGDRVITICRPSQUSSLINWYQ
QKPGKAPKLLIHAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
OSYSTPFTFGPGTKVDIKRivaapsvfifppsdeqlksgtasvvclinnfypreakvqwkvdnalqs
gnsgesvteqdskdstysisstitiskadyekbkvyacevthqglsspviksfargec

JL W



e v ovaa '. PCT/US2004/029390

10

15

20

30

35

SEQ ID NO: 37
9 144Hoavyamn[GammaChun]nucleohdueqnence

GTGGAGTC'IGGGGGAGGCTTGGCIGGAGGGTCGCTGAGACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGGA

TTCACCTTCAGTGACTACTATATGAGCTGGA
TCCGCCAGGCIOCAGGGAAGGGACIGGAGTGGGTITCAM

CCATCTCCAGGGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACA
GCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGCCTAA
CTIGGGGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCTioe

accaagggrecaicogicttcceoctggogecctgeictagaageacctoegagagoacageggeectgggetgoct

mmmmmmwwmwmm

SEQIDNO: 38

9.14.4 Heavy Chain [Gamma Chain] protein
mmmmqumsmmmsmsm&ummm
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVE GRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRA

mTAVWCAnngxweqmwvssm&@wfpmmmwmme '

pvivewnsgaltsgvhtfpavigssglysissvvivpssalgtktytenvdhkpantkvdkrveskygppepscp
peflggpsvilfppkpkdttmisrtpevicvvvdveg pevqﬂlwyvdgvevhmktkpraeqﬁmtyrwwl
tvihgdwingkeykcivenkglpssicktiskekgqprepqvytippsqeemtkngvsltclvkgfypsdiave

wesngqpennykttppvidadgsfilysritvdksrwqegnviscsvmhealimhytqkslslspgk

SEQ ID NO: 54
9.14.4C-Ser I-Ieavy Chain [Gamma chein] protein sequence
VQLVESGGGLVEKPGGSLRLSCAASGFTESDYYMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVEGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarstsestaalgelvkdyipe
pvivswnsgaltsgvhtipaviqesglyslssvvivpesalgtktytenvdhkpsntkvdkrveskygppeppepe
peﬂmwﬂﬁmkpkdﬂmmmdmedpwqﬁwwdnghnﬂ:wﬁ-mwl
tvihqdwingkeykckvankplpssiektiskakggprepqvytippsqeemtknqvaliclvkgfypsdiave
wesngqpennykitppvldsdgsfyaritvdkerwqegnviicsvmhealhnhytqkslsispgk
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SEQ ID NO: 56
9.144CSer, 9. 144-CG2md9144—CG4nghtCﬂmn[Kappachmn]pmtem

5 mémrvpaqllglllwirgarcDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRPSQIISSLLNWYQ
QKPGEAPELLIYAASSLOSGVPSRPSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCO
QSYSTPFTFGPGTKVDIKRtvaspsviifppadeqikegtasvvelinnfypreakvqwkvdnalgs
gnsqesvieqdskdstyslsstiflskadyekhkvyacevthqglsspvtksfnrgec

10 SEQIDNO:74

9.14.4-CG2 Heavy Chain [Gamma chain] protein sequence
VQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWI

RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIY YADSYRGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarstsestaalgclvkdylpe

15 pvtvswnsgaltsgvitfpaviqssglyslssvvtvpamigtqtytenvdhipantkvdkiverkecvecppepa
ppvagpsvilfppkpkdtimisrtpevtcvvvdvshedpevqfowyvdgvevhnaktkpreeqfnstfrvvsvit
vvhgdwingkoykckvenkglpapiektisktkgqprepqvytipparesmtinqvslclvkgfypadiavew
emgqpmnykﬂppﬂdsdguﬂyaklwﬂlquqgnvﬁcsvmhn]hnhthkﬂshpgk

20 SEQIDNO:78
9.14.4-CG4 Heavy Chain [Gamma chain] pmtamuequmce
mefelgwvilvaiikgracQVQLVESGGGLVKPGGSIRLSCAASGFTFSDY YMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVE GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTGDYW GQGTLVI'VSSA:&ngfplapmmmnlgclvkdyfpe

25 Pmplugvmlq“sl L ! DRED dl § PR BCDE
peﬂggpwﬂii:pkpkdﬂmmpmwdwqedpevqﬁwwdgvevhmk&preeqﬁmywvwl
tvihgdwingkeykckvinkgtpssicktiskekgqprepqvytippsqeemtimgvaltclvkgfypsdiave
wesngqpennyktippvldsdgsiflyeritvdkarwqegnviscsvmhealthnhytqkslslspgk

30 SEQIDNO:82
9,14.4-Ser Heavy Chain [Gamma chain] protein sequence
mefglswyilvaiikgvgcQVQLVESGGGLVKRGGSLRLSCAASGFTFSDY YMSWI
RQAPGRGLEWVSYISSSGSTIY YADSVEGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarstsestaalgclvkdyfpe

35  pvivawnsgaltngvitfpavlqasglyslssvvtvpasslgtkiytonvihicpantivdirveskygppoppepa
peflggpsvilfppkpkdtimisripevicvvvdvsqedpevqfuwyvdgvevhnaktkpreeqfnstyrvvsvl
tvihgdwingkeykckvankglpssicktiskakgqprepqvytippegeemtimqvalicivkefypsdiave
weangqpennykitppvidsdgsiflyeritvdkarwqegnviscsvmhealhnhyiqkslslspgk
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SEQ ID NO. 101
9. 14 4Gl Heavy chmn(gammuhmn) nucleotide aequmce

GAGTCTGGGGGAGGCITGGI‘CAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACI’CTCC
TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTACTATATGAGCTGGATCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGGTTTCATACATTAGTAGTA
GTGGTAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCAT
CTCCAGGGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCT
GAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGCCTAACTGG
GGACTACTGGGGCCAGGAGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGC T ccaccang
ggcccatcggtettceccotggeacectectecaagageaccictgggggeacageggocctgggetgectggtean
gaactacticccegraccggtgacgpigtogtggaactcaggegccctgaccageggogtgeacacciiceeggoty
WMWMEGMMMMEﬂ

SEQID NO 102
9.14.4G1 Heavy chain (gamma chain) protein sequence

ii QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapsskstsggtaalgelvkdyfp
epmmmplmgvhtﬁaavlquglydumvmsﬂgmm@mhkpmtkvdkkvmhcdkmcpp
vevitvihgdwingkeykckvenkalpapiektiskakgqprepqvytippardeltknqvalicivkgfypsdia .
vuwemgqpemyk&ppvldsdyﬂiyuklwdquqgwﬁwv.mheﬂhnhytthmpgk
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SEQ ID NO: 29
8103and8103FHeuvyChmn[Gammacham]nncleohdesequmce G
GAGTCTGGGGGAGGCITGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACICPCC
TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGTTTTAGTATGACCTGGGTCC
GCCAGGCTCCAGGAAAGGGGCTGGAGTGGGTTTCATACATTAGTAGTA
GAAGTAGTACCATATCCTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCA
TCTCCAGAGACAATGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCC
TGAGAGACGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGATCCTCTTCT
GGGAACCCTGGTCAC

AGCGGGAGCTACCTTCTTTJACTACTGGGGCCA!
CGTCTCCTCAGCCiccaccangggcccateggicticeccotggogecctgeiccaggagoaccicegag

Wmmwmwmmmnmm
ccecgaggtecagttcaactggtacgtggacgpegtapagatgeataatge AAAgCCE

MWWQMW&WW@WS
caaggmtocaamaggmhmmgmcatc

mmmmmmmmwmu
tgetggactccgacggotecticticolotacageaagetcaccgtggacangageagEtggeagcagggBancgic
tictcatgeteogtgatgeatgaggetetgeacaaccactacacgeagaagagectoteectgicteogggtaan

SEQ ID NO: 30
8.10.3 and 8.10.3F Heavy Chain [Gammna chain] protein sequence
mﬂalﬂwﬂmhmsiEVQLVBSGGGLVQPGGSIRLSCAASSEIES__MIWV
APGKGLEWVSYISSRSSTISYADSVEGRFTISRDNAKNSLYLQMNSIRD
EDTAVYYC!%_‘FFDXW GQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarstaestaalg
clvkdyfpepvivawnsgalisgvhtipaviqaesglyslssvvtvpssnigiqtytenvdhkpsntkvdktverkce
vecppepappvagpsvilfppkpkdtimisripevicvvvdvshedpevgfawyvdgvevhnaktipreeqfn
stfrvvevitvvhqdwingkeykokvenkglpapiektisktkgqprepqvytippsreemtinqusltclvkgfy
pﬂmwunmmnﬂmppmlwﬂyﬂhvdkanmﬁcwmhﬂmhmhhhpﬂ
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SEQID NO: 31
8. 10 3FGI and 8. 10 3F Light Cham [Kappa cham] nuclectide sequence

ACGCAGICICCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCE
TCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGTTACTTAGCCTGGTA
CCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTIGCATCC
AGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGG
ACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTIGCAG
TGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCTCTCACTTTCGGCGGAGG
GAGCAAGGTGGAGATCAAACGAMgtggmgcnccatctgtcttcmcgccatctgatga

ﬁwmmmwmmm

SEQ ID NO: 32

8.10.3FG1 and 8. 103Fngthmm[Klppachmn]pmtcmnqumce
metpaqlifiliwlpditeEFVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASOSVSSSYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQO
YGSSPLTFGGGTK VEIKRtvaspsviifppsdeqlksgtasvvellnnfypreakvqwkvdnalqag
nsqesvteqdskdstyslsstilskadyekhkvyecevthqglespvtkefnrgec

SEQ ID NO: 43 '
8 10, 3 and 8.10. 3-3:: Light Chmn [Knppa chmn] nucleotlde aequmce

ACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTITGTCTCCAGGGGAAAGAGCCAOCC
TCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGTTACTTAGCCTGGTA
CCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCC
AGCAGGGCCACTAGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGG
ACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGTAG
TGTATTACTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCTCTCACTTTCGGCGGAGG

GACCAAGGTGGAGATCAAACGAsctgtggctgeaccatotgtoticateticocgocaictgatga
geagtigaaatctggaactgectotgtigtgtgectgctgaatanctictateecagagrggecasagtacagtpgang

gtggataacgeectceaatcgggtaactoccaggagagtgteacagageaggacagrasggacageacctacages
toagrageacectgacgetgegeaangoagactacgagrascacasagtctacgectgegaagtcacceateaggg
cetgagetcgecogicacanagageitoaacaggggagagtat

SEQID NO: 44

8.10.3 and 8.10.3-Ser Light Chain [Kappa chain] protein sequence
TQSPGTLSLSPGERATLSCRASOSVSSSYLAWYQQ

KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFVVY YCQQ

YGSSPLTFGGGTKVEIKRtvaapsvfifppadeqlksgtasvvclinnfypreakvqwkvdnsalqsg

naqesvteqdskdstyslsstitiskedyekhkvyacevthqglaspviksinrgec

A
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SEQ ID NO: 58

8.10.3C-Ser Heavy Chain [Gamma chain] protein sequence
melglowvflvailesvocBVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMTWV
RQAPGKGLEWVSYISSRSSTISY ADSVK GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRD
EDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarsisestaalg
clvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhifpaviqssglyslssvvivpesslgtitytenvdhkpantkvdkrveskyg
ppeppepapeflggpavilfppkpkdtimisripevicvyvdveqedpevqfnwyvdgvevhnakikpreoqf
nstyrvvevitvihgdwingkeykckvenkglpssiektiskakgqprepqvytippsqeemtkngveltelvkgf
ypadiavewesngqpennyktippvidsdgsfiysritvdksrwqegnviscsvmhealhnhytqksisispgk

SEQ ID NO: 60
8. 103-cez,s 10.3-CG4 and 8. IOSGSurhghtChmn[kzppachmn]pmtem

MWTWWMMWWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQ
YGSSPLTFGGGTK VEIKRtveapsviifppsdeqlksgtasvvelinnfypreakvqwkvdnalqsg
naqesvteqdskdstyslsstltizkadyekhkvyacevthqglespvtksfrrgec

SEQ ID NO: 62

8.10.3-CG2 Heavy Chain [Gamma chain] protein sequence
melglewvilvailegvgcEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMTWV
RQAPGKGLEWVSYISSRSSTISYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRD
EDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcsrstsestaalg
clvkdyfpepvtvswnegalisgvhifpaviqssglyslssvvtvpssnfgtqtytenvdhkpantkvdktverkce
vecppcpappvagpsvilfppkpkdtlmisrtpevtcvvvdvshedpevg fawyvdgvevhmaktkpreogfn
stfrvvsvitvvhqdwingkeykckvankglpapiektiskikgqprepqvytlppsreamtknqvsltclvkgfy
pndmvewemmmnyktlppm]dsdpfﬂynﬂhdkanqgnvfsm:hu]hnhytqkzhhpgk

SEQ ID NO: 90

8.10.3-Ser Heavy Chain [Gamma chain] protein sequence
melglowvflvailegvgcBVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMTWV
RQAPGKGLEWVSYISSRSSTISYADSVEKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRD
EDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarstsestaalg
clvkdyfpepvtvswnsgalisgvhifpaviqssplyslssvvtvpsassigtktytenvdhkpantkvdkrveskyg
ppeppepapeflggpsvilfppkpkdiimisrtpevicvvvdvaqedpevgfowyvdgvevhnakikpreeqf
nstyrvvsvitvihgdwingkeykckvankglpssicktiskakgaprepqvytlppsqeemtknqvsliclvkgf
ypsdiavewesnggpennyktippvldsdgafflysritvdksrwgegnviscavmhealhnhytqksislspgk

- - e ==
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SEQ ID NO: 94
8. 103-CG4HoavyChmn [Gamma chaip] protein uquenoe
VQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFIFSSFSMTWV
RQAPGKGLEWVSYISSRSSTISYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRD
EDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcaratsestaalg
chmepvwwmsﬂhsvhtfpuvlqnsl tievdkrveskyg
scpapeflgepsvilfppkpkdtimisrtpavicvvvdvaqedpevgfitwyvdgvevhnakikpreeqf
mmwvlwlhqdwhgkeyknkvmkglpsmkmkmmpquﬂppaqmﬂmqumlvkgf
ypadiaveweangqpennykitppvidsdgafflyarltvdkarwqegnvfscsvmhealhnhytqkalslspgk

SEQ ID'NO: 97
8 10 3FG1 Heavy Chmnucleonde leqmce

TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGTTITTAGTATGACCTGGGTCC
GCCAGGCTCCAGGAAAGGGGCTGGAGTGGGTITCATACATTAGTAGTA
GAAGTAGTACCATATCCTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCA
TCTCCAGAGACAATGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCC
TGAGAGACGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGAGAGATCCTCTTCT
AGCGGGAGCTACCTTCTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCAC
CGTCTCCTCAGCCtocrocangggecoatoggicitccecctpgeaceotcetceangageaceictgag
Bgcacagoggeectgggctgectggtoasggactacttcecograceggtgacggtgtogtggaactcaggegeee

sgecacgaagacccigagetcangticanctggiacgtggacgpogtggagptgeataatgroasgrcanagecge
Besaggageegiacascageacgtaccgtatggtcagegtecteacegteotgeacoageactggeigaatggeaa

SEQ ID NO: 98
8.10.3FG1 Hea.vy chain (gamms chain) protein sequence
QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMTWV
RQAPGKGLEWVSYISSRSSTISYADSVK GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRD
EDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLVTVSS Astkgpaviplapaskstsggtaal
golvkdyfpepvivewnsgaltsgvhtfpavigasglyslasvvivpsaslgtqtyicnvnhkpentkvdkkvepk
scdkthitcppepapeligppsvilfppkpkdilmisripevtcvvvdvahedpevkiowyvdgvevhnakikpr
eoqynstyrvvsvitvihqdwingkeykckvanknlpapiektiskakgqprepqvytlppardeltkngvsitelv
kgkfypsﬁwwmgqpmykuppvmdgmy:ﬂw&]mrwqqgnvﬁcsvmlm]hnhytthsh
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SEQ ID NO: 33
97ZIFHuvy(J:am[Gmcham]nucleondesequence

GAGTCTGGGGGAGGCI‘T GCCTGGAGGGTCCCTGAGACT CTCC
TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTACTACATGAGCTGGATCC
GCCAGGCI‘CCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTITCA.IJ'AIIAQM

crccaee&cmceccu&mmcmmmmcmccr
GAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGGCATATAGGAGG
TATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGC T eca

teteceggaccectgaggtcacgtgegtpatgptgpacgtigagecacgaagaccecgaggtecagticaactggiac
gtegacggogteeagstecataatgecangacasagecacgegaggageagitcascageacgticegtgtgptes

SEQ ID NO: 34
972]FHuvyCham [GmmaChnn]protemuquence
cQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDY YMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVEGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA.
EDTAVYYCARRIGGMDYWGQGTTVTVSS Astkgpsvfplapcsrstsestaalgelvkdyf
pepvivewnsgalisgvhtipaviqesglyslssvvivpasnfgtqtytenvdhkpantkvdktverkcevecppe
agpsvilfppkpkdtimisrtpevicvvvd Tmektkpreegfnstfrvvs

PappvV vehedpevgfawyvdgvey
vitvvhqdwingkeykckvenkglpapiekiisktkgqprepqvytippsreemtknqvsliclvkgfypsdiav
eweenggpeannykitppmldsdgsfilyskltvdkarwqqenvfacsvmheallmhytqkslslspgk

SBQ ID NO: 35

AGATGACCCAGTCTCCATCCTOOCTGTCIGCATCIGTAGGAGACAGAGT
CACCATCACTT G A

TATCAGCAGAGACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTACA
TCCAGTTTACAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGC
AACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCCATTCACTTTCGGCCCT
GGGACCAAAGTGGATATCAAACGAMgtggctgcm&tgtcmmmMga
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SEQ ID NO: 36 '

9.72IF Light Chein [Kappa chain] protein sequence
IQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASOSISGFLIWYQ

QRPGKAPKLLIYATSSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQO

OSYSTPFTFGPGTKVDIKRivaapsviifppedeqlksgtasvvelinnfypreakvqwkvdnalgs

gnsqesvieqdskdstysisstifiskedyekhkvyacevthqgisspviksfargec

SEQID NO: 45
972HuvyCham[Gammncham]nucleoudesequenm

GAGTCTGGGGGAGGCTTGATCAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCC
TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTACTACATGAGCTGGATCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGG

GTGGTAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCAT
CTCCAGGGACAACGCCAAGAATTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCT

GAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGGCGTATAGGAGG
TATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGC Ttcca
ccaagggeccatecgicticoccetggegeccigetctagasgraccicogagageacageggeeciggacigccly
gtceaggactacticcocgaaceggigacggigicaigaanctoaggegeictgaccagoggeptgoacaccticee

memwwmywwmmmmmmmmw
acgtggaiggegtgpagptgcataatgecangacanagocgegeRaggagragticaacageacgtacetgtagt
cagogtectcacegtceigcaccaggaciggeigaacgpeanggagtacaagtgcanggictcoancaaaggreic
cegtectocatogagaaaaccateiccaaagecasaggpragecccgagagecacaggtgtacaccetgcoceeat
cccaggagpagatgaccasgaaccaggtoagectgacctgectggicanaggctictaccecagegacatcgocgt
MWWWWMMWW

SEQID NO: 46
9.7.2 Hoavy Chain [Gamma Chain] protein sequance
mefglswyflvaiikgyaoQVQLVBSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVEKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARRIGGMDVWGQGTTVTVSSAstkgpsviplapcaratsestealgelvicdyf
pepvivswnsgaltsgvhifpaviqesgiyslssvvivpasalgtktytenvdhkpsntkvdkrveskygppopsc
pepeflggpavilfppkpkdtimisrtpevicvvvdvaqedpevgfnwyvdgvevinakikpreeqfnstyrvy
wlwquwhmkayknkvmkglpmakhxhkmqwﬂppsqmﬁnquwlvkgfypm
veweangqpemnykttppvldsdgafflyaritvdksrwqegnviscsvmhealhnhytqkalelspgk
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SEQ ID NO: 47
972md97.2—S=rhghtChun[Kappacham]nucleohdesequeme

AGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGT
CACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCGGCTTTTTAATTIGG
TATCAGCAGAGACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTACA
TCCAGTTTACAAAGTGGGGTCCCATTAAGGTTCAGTGGCAGTGAATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGC
AACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCCATTCACTTTCGGCCCT

gecteageagcaccetgacgotgagoaaageagactacgaguaacacasagtotacgoctgogaagtcacceatea
ggsectgageicgoccgicacanagagettcarcaggeeagagtat

SEQ ID NO: 48

9.7.2 and 9.7.2-Ser Light Chain [Kappa chain] protein sequence
mdmrvpagllgjiliwirgarcDIQMTQSPSSLSASVGDR Q
QRPGKAPKLLIYATSSTL.OSGVPLRFSGSESGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
OSYSTPFIFGPGTKVDIKRivaapsviifppsdeqlksgtasvvclinnfypreakvqwkvdnalgs
gnsqesvteqdskdstyslsstitlskadyekhkvyacevthqglsspvtkafirgec

SEQ ID NO: 50

.9.7.2C-Ser Heavy Chain [Gamma chain] protein sequence

mefglawyflvaiikgvacQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTESDY YMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCAIRIGGMDVWGQGTTVTVSSAstkgpsviplapcarstsestaalgolvkdyfp
cpvivawnsgaltsgvitipavigssglyalasvvivpassigtktytenvdhkpentkvdkrveskygppeppep
-peﬂsspwﬂfppkphdﬂmmmwwvwdmedpwqﬁwwdsvmmmﬁ:m
vitvihqdwingkeykckvankglpssiektiskakgqprepqvytippsqeemtknqvsltclvkgfypsdiay
eweenggpennykitppvidsdgaffiysritvdkerwqegnviscsvmheallinhytqkslslspgk

SEQ ID NO: 52

9.7.2C-Ser, 9.7.2-CG2 and 9.7.2-CG4 Light Chain [Kappa chain] protsin sequence
mdmrvpagligliiiwlrearcDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASOSISGFLIWYQ
QKPGKAPKIIJYAMGVPSRFSGSGSGTDFILTISSLQPE])FATYYCQ
QSYSTPFTFGPGTKVDIKRtvaspsviifppsdeqlksgtesvvellnnfypreakvqwkvdnalqs
gnsqesvteqdskdstyslsstltiskadyekhkvyacevthqglsspviksfnrgec
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What is claimed is:
1. A human monoclonal antibody or an antigen-binding portion
thereof that specifically binds to M-CSF.

2. The human monoclonal antibody or antigen-binding portion
according to claim 1, wherein said antibody or portion possesses at least one of the
following properties:

8) binds to humen secreted isoforms of M-CSF and
membrane bound isoforms of M-CSF;

b) has a selectivity for M-CSF that is at least 100 times
greater than its selectivity for GM-CSF or G-CSF;

c) binds to M-CSF with e Kp of 1.0 x 107 M or less;

d) has an off rate (ko) for M-CSF of 2.0 x 10 or
smaller; or .

¢} binds human M-CSF in the presence of human c-fms.

. 3. The human monoclonal antibody or portion according to claim
2, wherein said antibody or fragment blocks binding to ¢-fims and binds M-CSF
with a Kp of 1.0 x 107 M or less.

4. Auman monoclonal antibody 8.10.3F or an antigen-binding
portion thereof that specifically binds to M-CSF.

5. A humean monoclonal antibody 9.14.41 or an antigen-binding

portion thereof that specifically binds to M-CSF.
\
6. A-humanized, chimeric or human monoclonal antibody or

antigen-binding portion thereof that binds specifically to and inhibits human M-
CSF, wherein the antibody or portion thereof has at least one property selected
from the group consisting oft

a) cross-competes for binding to M-CSF with an antibody
selected from the group consisting of: antibody 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1,
9.14.41, 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-
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SEQ ID NO: 66 ot S

9,7.2-CG2 Heavy Chain [Gamma chain] protein sequence
meflewvflvaikkgvqeQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNARNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCAIRIGGMDVWGQGTTVTVSSAstkgpaviplapcarstsestaalgelvkdyfp
epvtvswnsgaltsgvhtfpaviqssglyslssvvtvpssnfgtqtytenvdhkpantkvdktverkcovecppop
appvagpsvilfppkpkdtimisripevtcvvvdvshedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreeqfnstfrvvev
ltvwhqdwingkeykckvsnkglpapiektisktkggprepqvytlppsreemtknqvsliclvkgfypsdiave
weangqpennykitppmIdsdgsfflyskltvdkerwqqgnviscsvmheallnhyiqkslelspgk

SEQIDNO: 70
9. 72-CG4HeavyChmn [Gamma chain] prohemsequmce
VQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARIGGMDVWGQGTTVTVSS Astkgpsviplapcsrstsestaal getvkdyfp
evammgnlmgvhﬂi:av!qmglyshsmpmlgﬂnytmvdhkpmtkvdhveskygppcpwp
apeﬂg@wﬂfppkpkdthnlmwtcvyvdvaqedpwqﬁmwwdnghmk&preeqﬁlstyrws
vitvihqdwingkeykckvsnkglpssiektiskakgqprepqvytippsqeemtkngvsliclvkgfypsdiav
cwesngqpennyktippvldsdgsfilysritvdkarwqegnvfscsvmhealbnhytqkslslspgk

SEQID NO: 86

9.7.2-Ser Heavy Chain [Gamma chain] protein sequence
mefplswvivaiikevgcQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSITVY ADSVK GRFTISRDNARNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARRIGGMDVWGQGTTVTVSSAstkgpaviplapcsrstsestaalgelvkdyf
pepmsmgﬂugvhﬂimvlqsglynhswwpmﬂgtktymnvdhkpmtkvdkwukygppeppc
papeflggpsvilfppkpkdtimisripevtcvvvdveqedpevgfawyvdgvevhnaktipreeqfnstyrvv
svitvlhgdwingkeykckvenkglpssioktiskakgoprepqvytlppsqeemtknqvsltclvkgfypsdia
vewesngqpennykitppvldsdgeffyarltvdkarwgegnviscsvmhealhnhytqkalslspgk
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Ser, 8.10.3-CG2, 9.72-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CGM, 9.14.4-Ser,
9.7.2-Sex, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 and 9.14.4G1;

b) competes for binding to M-CSF with an antibady
selected from ths group consisting of: 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4L,
8.10.3F, 5.72IF, 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-C32, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-
Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 and 9.14.4G1;

c) binds to the sams epitope of M~CSF as an antibody
selected from the group consisting of: antibody 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1,
9.14.41, 8,10.3F, 9.7.2IF, 9.i4.4. 8.103,9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-
Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-062., 9.72-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser,
9.7.2-Sex, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 and 9.14.4GI;

d) binds to M-CSF with substantially the samo K, as an
entibody selected from the group consisting of: antibody 252, 88, 100, 3.8.3,2.7.3,

1,120.1,9.14.41, 8.10.3F, 9.7.21F, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Sex, 9.14.4C-Sex, 3
8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.72-CG4, 9.14.4-CA2, 9.14.4-CG4, 9.14.4- i‘_i
Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 and 9.14.4G1; and é‘

e) binds to M-CSF with substantially the same off rate as e

an antibody selected from the group consisting of: antibody 252, 88, 100, 3.8.3,
2.73, 1.120.1,9.14.41, 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-CGH4,
9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 and 9,14.4G1.

7. A monoclonal antibody that specifically binds M-CSF, wherein
the entibody is selocted from the group consisting of:

B) manﬁbodycompril_ingthnhuvychainnminoacid
sequence set forth in SEQ ID NO: 2 and the light chain emino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 4, without the signal sequences;

.b) an sntibody comprising the heevy chain amino acid
sequence set forth in SEQ 1D NO: 6 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 8, without the signal sequences;
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¢) an ahtibody compriging the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 10 and the Kight chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 12, without the signal sequences;

d) an antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 14 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 16, without the signal sequences;

¢) anantibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 18 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 20, without the signal sequences;

f) an antibody comprising the heavy chain amino acid
soquence set forth in SBEQ ID NO: 22 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 24, without the signal sequences;

' g) an antibody comprising the beavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ I NO: 26 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 28, without the signal sequences;

b) an antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 38and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 28, without the signal sequences;

i) e entibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 54 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 56, -without the signal sequences;

j) an entibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 74 and the light chain amino acid soquence set
forth in SEQ ID NO: 56, without the signal sequences;

k) en antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set firth in SEQ ID NO: 78 and the light chain amino acid sequencs set
forth in SEQ ID NO: 56, without the signal-sequences;

I) an antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 82 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 28, without the signel sequences;

= th m mm it = mam
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m) en antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 102 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 28, without the signal sequences;

n) am antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 30 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 32, without the signal sequences;

0) an antibody compriging the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 30 and the light chain smino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 44, without the signal sequences;

p) aa antibody compriging the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 58 and the light chsin amino acid sequence set
forth in SBQ ID NO: 60, without the signal sequences;

qQ a:ianﬁbodynompﬂsingtheheavychainaminoacid
sequence set forth in SEQ ID NO: 62 end the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 60, without the signal sequences;

1) an antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 90 and the light chain amimo acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 44, without the signal sequences;

) an antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ 1D NO: 94 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 60, without the signal sequences;

f) an antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 98 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 32, without the gignal sequences;

u) an antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence get forth in SEQ ID NO: 34 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 36, without the signal sequences;

v) an aptibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 46 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 48, without the signal sequences;
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w) an antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 50 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 52,without the signal sequences;

X) an antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 66 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 52, without the signal sequences;

y) an antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 70 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 52, without the signal sequences; and

z) an antibody comprising the heavy chain amino acid
sequence set forth in SEQ ID NO: 86 and the light chain amino acid sequence set
forth in SEQ ID NO: 48, without the signal sequencees.

8. The human monoclonal antibody or an antigen-binding portion
thereof according to claim 1, wherein said antibody or antigen-binding portion
COmprises: )

a) aheavy chain CDPfl, CDR2 and CDR3 independently
selected from the heavy chain of an antibody selected from the group consisting of:
monoclonal antibody 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 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-C(G4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser,
8.10.3-CG4, 8.10.3FG] and 9.14.4G1; or -

‘b) alight chain CDR1, CDR2 end CDR3 independently
solected from the light chain of an antibody selected from the group consisting of!
monoclonal antibody 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7..3, 1.120.1, 9.14.4L, 8.10.3F, 9.7 2IF,
9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Su|'; 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-
CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CCGA, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser,
8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 and 9.14.4G1.

9. A monoclonal antibody or an antigen-binding portion thereof
that specifically binds M-CSF, wherein:
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a) theheavy chain comprises the heavy chain CDRI,
CDR2 and CDR3 of an antibody selected from the group consisting of: antibody
252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.144, 8.10.3,9.7.2,
9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Sex, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-
CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Sex, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 and
9.14.4G1; o

b) the light chain comprises the heavy chain CDR1, CDR2
and CDR3 of an antibody selected from the gronp consisting of: antibody 252, 88,
100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-
Sex, 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 and
9.14.4Gl;

c) the antibody comprises a heavy chain of (8) and a light
chain of (b); or .

d) the antibody of (c) wherein the heavy chain and light
chain CDR amino acid sequences are selected from the same antibody.

10. A monoclonal antibody or an antigen-binding portion thereof
that specifically binds M-CSF, wherein the antibody comprises:

a) aheavy chain comprising the amino acid sequence from
the begirning of the CDR1 through the end of the CDRS3 of the heavy chain of an
entibody selectsd from the group consisting of: antibody 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3,
1.120.1, 9.14.41, 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-
Sez, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 and 9.14.4G1;

b) a light chain comprising the amino acid sequence from
the beginning of the CDR1through the end of the CDR3 of an antibody selected
from the group consisting of: antibody 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41,
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 and 9.14.4G1;

c) theheavy chain of (a) and the light chain of (b); or

—— —
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d) the heavy chain of () and the light chain of (b) amino
acid sequences arc selected from the same antibody.

11. The monoclonal antibody or antigen-binding portion according
to claim 10 wherein said monoclonal antibody or portion comprises:

a) the heavy chain varisble domain (VH) amino acid
sequence, without & signal sequance, of an antibody selected from the group
consisting of: antibody 252, 88, 100, 3.8.3,2.7.3, 1.120.1, 9.14.4], 8.10.3F,
9,7.2TF, 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, 9.72-CG4, 9.14.4-C(G2, 5.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser,
8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 and 9.14.4G1;

b) the light chain variable domain (VL) amino acid
sequence, without a signal sequence, of an antibody sclected from the group
consisting of* antibody 252, 88, 100, 3.8.3, 2.;7.3, 1.120.1, 9.14.4L, 8.10.3F,
9.7.21F, 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-Sex, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser,
8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 and 9.14.4G1; .

c) the VH amino acid sequence of (a) and the VL amino
acid sequence of (b); or .

d) the VH amino acid sequence of (2) and the VL amino
acid sequence of (b), wharein the VH and VL ere from the same antibody.

12..A polypeptide selected from the group consisting of:

a) apolypeptide comprising the emino acid sequence of
SEQ ID NO: 2, without the signsal sequence;

b) apolypeptids comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 6, without the signal sequence;

c) & polypeptide comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 10, without the signal sequence;

d) apolypeptide comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 14, without the signal sequence;

¢) 2 polypeptide comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 18, without the aignal sequence;”
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f) apolypeptide comprising the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 22, without the signal sequence;
g apolypeptide compriing the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 26, without the signal sequence;
h) a polypeptide comprising the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 30, without the signal sequence;
i) #'polypeptide comprising the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 34, without the gignal sequence;
j) a'polypeptide compriging the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 38, without the signal sequence;
k) apolypepiide comprising the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 46, without the signal sequence;
' 1) apolypeptide comprising the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 50, without the signal sequence;
m) a polypeptide comprising the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 54, without the signal sequence;
n) apolypeptide comprising the amino acid sequence of

SBQ ID NO: 58, without the signal sequence;
0) apolypeptide comprising the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 62, without thé signal sequence; -

P) apolypeptide comprising the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 66, without the signal sequence;
q) apolypeptide comprising the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 70, without the signal sequence;
1) apolypeptide compriaing the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 74, without the signal sequence;
' 8) apolypeptide comprising the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 78, without the signal sequence;
t) apolypeptide comprising the amino acid sequence of

SEQ ID NO: 82, without the signal sequence;
. 1) e polypeptide comprising the emino acid sequence of

SEQ ID NO: 86, without the signal sequence;
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v) apolypepﬁdnuon.:pﬁsingtheanﬁnoacidaequmcaof
SEQ ID NO: 90, without the signal sequencé;

w) a polypeptide comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 94, without the signal sequence;

x) & polypeptido comprising the amino acid sequence of
SEQ]DNO:98.wi1houtthesignalse_gmce;and

¥) apolypeptide comprising the amino ecid sequence of
SEQ ID NO: 102, without the signal sequence.

13. The polypeptide according to claim 12 comprising the amino
ncidlequmceofSEQIDNO:So,withoutﬁnsigmlsequmoe.

14, The polypeptids according to claim 12 comprising the amino
acid sequence of SEQ ID NO: 26, without tho signal sequence.

15. A polypeptids selected from the group consisting of:

a) apolypqiﬁdecmqprisingthemninoacidsequenceof
SEQ ID NO: 4, without the signal sequence;

b) apolypeptide comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 8, without tho signal sequance;

c) a polypoptide comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 12, without the signal sequence;

d) apolypeptide comprising the emino acid sequence of
SBQ ID NO: 16, without the signal sequence;

) a polypeptide comprising the amino acid sequence of
SBQ ID NO: 20, without the signal sequence;

f) apolypeptide cornprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 24, without the signal sequence;

g) apolypoptide compriaing the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 28, without the signal sequence;

h) a polypeptide comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 32, without the signal sequence;

i) a polypeptide comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 36, without the signal sequence;
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i) apolypeptide compriing the amino acid sequence of
-SEQ ID NO: 44, without the gignal sequence;

k) apolypeptide comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 48, without the signal sequence;

)] a?olypepﬁdenompﬁsingtheaminoacidsequmceof
SEQ ID NO: 52, without the signal sequence;

m) apolypeptide compriging the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 56, without the signal sequence; and

n) apolypeptide comprising the amino acid sequence of
SEQ ID NO: 60, without the signal sequence. !

16. The polypeptide according to claim 15 comprising the amino f;.
acid sequence of SEQ ID NO: 32, without the signal sequence. i

_ 17. The polypeptide according to claim 15 comprising the amino
acid sequence of SEQ ID NO: 28, without the signal sequence. '

18, A monoclonal antibody or an entigen-binding portion thereof
that specifically binds M-CS¥, wherein seid antibody or entigen-binding portion
comprises one or more of n FR1, FR2, FR3 or F4 smino acid sequence of an
entibody selected from the group conasisting of: antibody 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3,
1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.72, 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-Sexr, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 and 9.14.4G1.

T
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19. The hnmen monoclonal antibody according to claim 1, wherein
the antibody comprises:

' a) aheavy chain amino acid sequence that is at least 90%
identical to the heavy chain amino acid sequence of monoclonal antibody 252, 88,
100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.21F, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-
Ser, 9.14.4C-Seg, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2,
9.14.4-C(G4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 or
9.14.4G1, without the signal sequence;
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: b) a light chain amino acid sequence that is at least 90%
’ idemtical to the light chain smino acid sequence of monoclonal antibody 252, 88,
ﬂ 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 5,7.21F, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-
4 Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-C(2,9.7.2-CG2, 9.72-CG4, 5.14.4-CG2,
! 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10,3-CG4, 8.10.3FG1 or

i 3 9.14.4G1, without the signal sequence; or

. c) the heavy chain amino acid sequence of (a) and the light
' chain emino acid sequence of (b).

* 20, The monoclonsl antibody or entigen-binding portion acoarding.
ﬂ to anty one of claims 1-19, wherein tho C-terminal lyxine of the heavy chain of said
t antibody or antigen-binding partion is not present.

21. A pharmaceutical composition, comprising the antibody or
antigen-binding portion according to any one of clatma 1-20 and a
phermaceutically acceptable carrier.

22. The pharmaceutical composition of claim 21 wherein the
antibody is monoclonal anti-M-CSF antibody 9.14.41 or 8.10.3F.

23. A method for treating a condition selected from the group
consisting of arthritis, psoriatic arthritis, ankylosing spondylitis, Reiter’s
gyndrome, theumatoid arthritis, gout, traumatic arthritis, rubells arthritis and acute
synovitis and other arthritic conditions, sepsis, septic shock, endotoxic shock, gram
negative sepsis, toxic shock syndrome, Alzheimer's diseass, stroke, neurotrauma,
asthma, adult respiratory distress syndrome, cerebral malaria, chronic pulmonary
inflammatory disease, silicosis, putmonary sarcoidosis, bone resorption discase,
osteoporosis, restenosis, cardiac and renal reperfiusion injury, thromboais,
glomernlaronephritis, diabetos, graft ve. host reaction, allograft rejection,
inflammatory bowel disease, Crohn’s disease, ulcerative colitis, muttiple sclerosis,
muscle degeneration, eczems, contact dermétitis, paoriasis, sunburn
andcomjunctivitis shock in a subject, including a human, comprising the step of
administering to said subject in need thereof a therapeuticaily effective emount of
tho antibody or antigen-binding portion theréof sccording o any one of claimns 1-

-
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20 or the pharmaceutical composition according to any one of claims 21-22,
wherein aaid antibody or portion inhibits M-CSF.

24, The method of cleim 23 wherein the condition is thevmatoid
arthritis,

25, The method of claim 23 or 24 wherein the antibody utilized is
monoclonal anti-M-CSF antibody 8.10.3F or 9.14.41.

26. A method for, treating a solid tumor such as a sarcoma, a
carcinoma or 4 lymphoma in & subject, including a human, comprising the step of
administering to said subject the antibody or antigen-binding portion thereof
according to any one of claims 1-20 or the pharmaceutical composition according

to any one of cleims 21-22, wherein said antibody or antigen-binding portion
nhibits M-CSF binding to ¢-fims.

27. An isolated cell line that produces the antibody or antigen-

binding portion thereof according to any one of claims 1-20 or the heavy cheinor

light chain of said antibody or said antigen-binding portions thereof.

28. The cell line according to claim 27 that produces an antibody
selected from the group consisting of: entibody 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1,
9.14.41, 8.10.3F, 9.7.21F, 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-Sexr, 8.10.3-CG4, 8.10.3FGI and 9.14.4G1 end an antibody that
has the same amino acid sequence as one of the foregoing antibociies.

29. An isolated mucleic acid molecule comprising a nucleotide
sequence that encodes the heavy chain or an antigen-binding portion thereof or the

light chain or an antigen-binding portion thereof of an antibody according to any
one of claims 1-20.

30. A vector comprising the nucleic acid molecule according to

claim 29, wherein the vector optionally comprises an expression control sequence
operably linked to said nucleic acid molecule.
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31. A host cell comprising thle vector according to claim 30 or the
nucleic acid molecule according to claim 29.

32. The host cell according to claim 31 comprising a nucleic acid
molecule encoding the heavy chain and a nucleic acid molecule encoding the light -
chain of an antibody or antigen-binding portion according to any one of claims 1-

20.

33. A method of making an anti-M-CSF antibody or antigen-
binding portion thereof, comprising culturing the host cell according to claim 32 or
the cell line according to claim 28 under suitable conditions and recovering said
antibody or antigen-binding portions.

34. A method for making a human monoclonal antibody that @

specifically binds to M=CSF, comprising the steps of:

a) immunizing a non-humean transgenic animal that is
capable of producing human entibodies with M-CSF, en immunogenic portion of
M-CSF or a cell or tissue expressing M-CSF;

b) allowing said transgenic animal to mount an immune
response to M-CSF; and

c¢) isolating B lymphocytes from said transgenic animal.
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FIG. 4A 5
Germline V=012, J=JK3 - ¢
252 GF-- 7 —r- v E
Germ DIQMTOSPESLOASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY AASSLQS GVPSRE‘SGS.GSGTDETI.-TISSLQEEDEATY‘!C QQSYSTPET &
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 [
252 2000 me—memme—- (residues 21-127 of SEQ ID NO: 4)
Gezm FGPGTKVDIK (SEQ ID NO: 103)
J
FIG. 4B SR
Germline V=012, J=JK3
88 -p--D ==L Iy
n
Gexm DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC mzssu MI_(PGKAEKLLI BASSLQS GVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC QOSYSTPET -
FR1 CDR2 FR3 CDR3 -
88 ————m————- (r@gidues 21-127 of SEQ ID NO: 9)
Germ FGPGTKVDIK (SEQ ID NO: 103)
J
. ]
Germline V=L2, J=JX3 =
00 Y =——=m-@ ~=-D-I
Germ IVHTQQPATLSVSEGEMTLSC MVSSHA k) M mFRLLI GASTRAT G. IPARFSGSGQGIEH‘LTISSLQSEDFAVYYC QQYNNWPET
“cor2 CDR3 s
100 ~==——=——ew- (residues 21-127 of SEQ ID NO: 12) g
]
Germ FGPGTKVDIK (SEQ ID NO: 107)
J
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FIG. 4D g
Garmline Ve=LS, J=JK3 =
3.8.3 8- —---D—~G--- 8 ~g——-H- - B
{zesidues 23-130 of SEQ ID NO: 16) "
Gern DIQMTOSPSEVSASVGDRVTITC RASQGISSWLA WYQOKPGKAPKLLIY AASSLOS GVPSRESGSGIGIDETLTISSLQP QOAN
{8EQ ID NO: 109) FR1 CDR1 FR2 CDRZ FR3 BLOPEDERTYYC c‘.‘,i‘;" E&Gf_KV_wfi
- (-]
FIG. 4E )
. * M
S
Germline V=L5, J=JK4
2.,7.3 D B et - SRR -5 8 P
{residues 23-130 of SEQ ID NO: 20) -
Germ DIQUTQSPSSVSASVGDRVTITC RASQGISSNLA WYQQXFGKAPKLLIY AASSLQS GVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOPEDE: Qaan FGGGT}
(SEQ ID NO: 117) FRL CORL FR2 CDR2 FR3 e c%i’;“ ——ETM
Germlins V=B3, J=JK1
1.120.1 ————eI-FT R = S 5
" g
Germ DIVMTQSPDSLAVSLGERATINC KSSQSVLYSSNNKNYLA WYQQKPGQPPKLLIY WASTRES GVPDRFSGSGSGTDFTLTISS! Q
LQAEDVAVYYC QQYY.
FR1 CDRI 2 CDRZ FR3 m—cggj §
1.120.1 m—w—me~----- (residuea 21-134 of SEQ ID NO: 24) §
Germ FPGQGTKVEIKR (SEQ ID KO: 112)
J
ATIL K4 QTR TV WowaTL e 3-4.9'.' ~ - ..-_z:--w-ﬂ_) m_ Eg
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FIG. 4G

Germline .V=3-11, D=D7-27, J=JH6

FZI0£0/S00T OM

252 - G B
Germ gmvssmmsﬂamsm GETESDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG RFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR ALGGMDV
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3
252 ——mem=———== (residues 20~136 of SEQ ID NO: 2)
Germ WGQGTTVIVSSA (SEQ ID NO: 106)
FR4
FIG. 4H ©
Germlina V=3~7. D=6-13, J=JH4 ~
88 ? ravy &
Gernm ggggvssssel.gmmt.sms GETFSSYNMS WVRQAPGKGLEWVA NIKQDGSEKYYVDSVKG RETISRDMAKNSLYLQMSLRAEDTAVYYCAR GIAAAGYEDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CPR3
8@ e—w—=———= (residues 20-138 of SEQ ID NO: 6)
Germ WGQGTLVIVSSA (SEQ ID NO: 105)
¥R4
FIG. 41 3
Germline )l'-3-23, D=D1-26, JwJH4 32
100 R e T -V EG——-R-GF-~--
Germ E!QBESGGGL!QEGGSLRLSCMS GFTFSSYAMS WVRQAPGXGLEWVS AISGSGGSTYYADSVKG RETISRONSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAK ##YSGSYYYFDY g
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 533
-4
. W
100 —em~w———=—= (residues 20-141 of SEQ ID NO: 10) s
Germ WGQGTLVIVSSA (SEQ ID NO: 104)
R4
v e L T R R T
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FIG. 4J

Germline V=3-11, D=D7-27, J=JH4

3.8.3 » 8 P
Germ VQI.VESGGGLYKPGGSLALSCAAS GETFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG RETISRONAKNSLYLOWNSLRAEDTAVYYCAR $LTGDY
FRL CDR1 FR2 CDR2 FR3 “COR3
3.8.3  ——me— ~w-—~ (residues 20~135 of SEQ ID WO: 14)
Germ WGQGTLVIVSSA (SEQ ID NO: 108)
FRE
—
(=]
FIG. 4K R
» ]
Gexmline Ve3-33, DwD1-26, J=JH4 .
2.7.3 - R
Germ QVQLVESGGGVVQPGRSLALSCAAS GFTFSSYGMH WVRQAPGKGLEWVA YIWYDGSNKYYADSVXG RETISRONSKNTLYLONNSLRAEDTAVXYCAR GYS#YFDY
FRL CDR1 FRZ CDR2 FR3 %
2.7.3 mecmm———e—— {zenidues 20-137 of SEQ ID NO: 1§) :
Germ WGQGTLVTVSSA {SEQ ID NO: 110)
FRA
Gurmline V=1-18, D=D4-23, J=JH4
1.120.1 v, D 2 R RA~~A-F~~~
Germ QVQIVQSGAEVKKEGASVKVSCKAS GYTEFTSYGIS NVRQAPGQGLEWMG WISAYNGNTNYAQKLOG RVIMTTDTSTSTAYMELRSLRSDDTAVYYCA# #DYGGNYFDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 T CDR3
1.120.1 em—e——mw——- {residues 20-139 of SEQ ID NO: 22}
Germ WGQGTLVTVESA (SEQ ID NO: 111)
FRA .
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FIG. 4M

Germline V=RA27, J=JK¢

8.10.3 2
Germ EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC RASQSVSSSYLA WYQOKPGQAPRLLIY GASSRAT GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC
FR1 CDR1 FR2 COR2 FR3
8.10.3 : {residues .21-129 of BEQ ID NO: 44)
Germ QQYGSSPLT FGGGTRVEIKR (SEQ ID NO: 114)
CDR3 J

Z10€0/S00T OM

-—
-—
o
FIG. 4N R
Germline V~VH3-48, D=D1-26, J=JH4D
8.10.3 Eaiainter o ———R 8 - DPLLA-ATF-—-
Germ EVQLVEBGGGLYQPGGSLRLSCAAS GETEFSSYSMN WVRQAPGNGLEWVS YISSSSSTIYYADSVRG RETISRDNAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCAR fl.IVG"“EUY
FRL CDR1 FR2 CDRZ FRI T coR3
8.10.3 ——~e—~e-—-w= (rasidues 20-141 of SEQ ID NO: 30)
Germ REQGTLVTVSSA (SEQ ID RO: 113)
J

FIG, 40

Germline V=012, J=JK3
9.14.4 ~P-=I-~=L-~

(residues 23-130 of SEQ ID NO: 28)

Germ DIQMTQSPSSLIASVGDRVIITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY ARSSLOS GVPSRFSGSGSGTDETLTISSLQPEDFATYYC QQOYSTPET FGPGTKVOIKR
FR1 CDR1- FR2 CDR2 FR3 . CDR3 J

(SEQ ID NO:; 103)
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FIG. 4P

Germline VeVH3-11, DeD7-27, J=JH4b

9.14.4

Germ

9.14.4

Germ

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTESDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG RETISRONAKNSLYLOQMNSLRAEDTAVYYCAR $LIGDY
FR1 CDR1 * FR2 CDR2 FR3

wemmmem—--~~ (residugs 20-135 of SEQ ID NO: 38)

FIG. 4Q

Germline V=012, J=JK3

8.7.2

LVTV8SA (SEQ ID NO:
J

116)

FR1

(rasidues 23-130 of 8EQ ID NO: 48)

Germ

DI PSSLSASVGDRVIITC
FR1

(SEQ ID NO: 103)

FIG. 4R

Germline V=VH3-11, D=D6-13, J=JH6b

9.7.2

Germ

COR1 FR2 CDR2

- S, S | M—

[- M—

CDR3

ETIOOONTANT M as

yeiel

FR3

CDR3

RABQSISSYLN WYQOKPGKAPKLLIY ARSSLQS GVPSRFSGSGSGTDETLTISSLOPEDFATYYC QOSYSTPFT FGPGTKVDIKR
CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 J

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCARS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG RETISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCR# #I#GMDV
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3

~m—wm—emewe- {residues 20-136 of SEQ ID NO: 46)

WGQGTTVTVSSA [SEQ ID NO: 115)
J
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FIG. 4S5 -

Germline V=012, J=JK3

9.14.41 I R S S, g
(residues 23-130 of SEQ ID NO: 28)

Germ DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQIISSYLN wvggpam\pmrv'msgs GV!SR:E‘SGSGSGTD!TL‘I’ISSEQE’BD!‘ATYYC SYSTPET FGPGTKVDIKR
{SEQ ID NO: 103) FRL ~ = CDRL V) CDRZ o QoSuSRPET FererTkyDIIR

FIG. 4T

Gexmline V=VH3-11, D=D7-27, J=JH{D

9.14.41 I

Germ QVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GETESDYYMS WIRQAPGRGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG RETISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR $LTGDY @
FRL CDRL FRZ2 T CoRz FR3 “CDR3 E

9.14.41 ——————————— {residuas 20~135 of SEQ ID NO: 26) H

Gexm wegs-_n"vwssx\ {SEQ ID RO: 116) '

FIG. 4U

Germline V=A27, J=JK4 .

8.10.3F ¢, -F
Gexrm EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC RASQSVSSSYLA WYQQKPGQRPRLLIY GASSRAT GIPDRPSGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYC

FR1 CDR1 FR2 coRz - m3
8.10.3F - (residues 21-129 of SEQ ID NO: 32)

Germ QQYGSSPLT FGGGTKVEIKR (SEQ ID NO: 114)
CDR3 J

ot s gy
JNP S+ P
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FIG. 4V

Germline V=VH3-48, D=D1-26, J~JH4Db

B8.10.3F -7 R 8 DPLLA-ATF~-~
Germ EVQUVESGGGLVQPGGSLRLSCARS GETFESYSMN WURQAPGKGLEWVS YISSS8SETIVYADSVKG RETISRONAKNSLYLOMNELRDEDTAVYYCAR $###IVGHSIFDY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 ER3 CDR3
8.10.3F —mm—w———~—e- [residues 20-141 of SEQ ID NO: 30)
Germ WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 113)
3
—
s
S
FIG. 4W S

Germline V=012, J=JK3

9.7.21IF or-I R o —
FR1 CDR1 ER2 CDR2 FR3 CDR3 J

{residues 23-130 of SEQ ID NO: 36) .

Germ DIQMTQSPSSLSASVGDRVIITC RASQSISSYLN WYQOXPGKAPKLLIY AASSLQS GVPSRESGSGSGIDETLTISSLQPEDFATYYC QQSYSTRET EGPGTKVDIKR

(SEQ ID No: 103) FRL CDR1 FR2 CDR2 FR3 m%:ia_" J

FIG. 4X | .

Germline V=VH3-11, D=D6~13, J=JHED

8.7.2IF ,, d R R~G-—~~-
Germ QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCARS GETFIDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKS RETISRONAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCA# #1 DV
FR1 COR1 FR2 COR2 FRI “61':%"
9.7.21F wemmeeee—-~~ (residues 20-136 of SEQ ID NO: 34)
Gexm WGQGTTVIVSSA (SEQ ID NO: 115)
J

TTIVEN/S00T OM

06EGTH/HO0TSN/LDd
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FIG. 4Y

Germline V=012, J=JK3
9.7.2C-Saz -Gr-I e

R FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 J
{residuas 23-130 of SEQ ID NO: 52)
Garm DIQ!_IEB?SSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY AASSIQS GVPBRFSGSGSGTDETLTISSLOPEDFATYYC gggvg' TPET FGPGTKVDIKR
(SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 FR2 CDR2’ FR3 CDR3 J

FZINFOAONT N as

-
—

FIG. 4Z &
Germline VeVH3-11, D=D6-13, J=JHEb »
9.7.2C-5er R-G-——m
Germ QUQLVESGGELVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS ugssssmmnsvm' arrzsnomsnrmsnmm\wyca #14GMDV

FR1 CDR1 FRZ CDR2Z FR3 “TCPR3
9.7.2C-Ser  ~=~——=—~—-~~ (residues 20-136 of SEQ ID NO: 50)
Germ WGQGTTVIVSSA (SEQ ID NO: 115)

7
g
Gexmline V=012, J=JK3 g
9.14,.4C-Ser S e Sy A 3
(residues 23~130 of SEQ ID NO: 56) §
Gem DIQWTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKILIY AASSLOS GVPSRFSGSGSGTDETLTISSLQPEDFATYYC QOSYSTPET FGPGTXVDIKR
(SEQ ID NO: 103) ¥RL CDR1 FR2 COR2 FR3 CoR3 J
v T T e = daaas
e T T TS A2 SRS AR
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FIG. 4BB

Germline VsVH3-1l, D=D7-27, J=JH4b

9.14.4C~Ser

Germ

9.14.4C-Ser

Germ

[ Se—

QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GETESDYYNS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG RETISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR $LTGDY
FR1 T CDR1 ¥RZ N CDR2 FR3 “CDR3

——m—eeame—-— {residues 20-135 of SEQ ID NO: 54)

WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 116)
J

FIG. 4CC

Germline V=A27, J=JK4

8.10.3C-Sex R
)
Germ EIVLTQSPCTLSLSPGERATLSC RASQSVSSSYLA WYQQKPGQAPRLLIY GASSRAT GIPDRFSGEGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYC -~
FR1 CDR1L FR2 COR2 FR3 n
Germ " QQYGSSPLT FGGGTKVEIKR (residues 21-129 of 5EQ ID NO: 60) v
COR3 J
8.10.3 (SEQ ID KO: 114)
Germline V=VH3-48, D=D1-26, J=JH4b
e 2= R--~-8 DPLLA-ATE-~-

8.10.3C-Ser

N
Germ

8.10.3C~Ser

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GETESSYSMN WVRQAPGNGLEWVS YISSSSSTIYYADSVKG RETISRONAKNSLYLOQMNSLRDEDTAVYYCAR ##31VG:
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR'.;'FW

cme—mc—we-—= (residues 20-141 of SEQ ID NO: 58)

WGQGTLVTVESA {SEQ ID NO: 113)
J

FZLOSDISNNT Nax
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FIG. 4EE - | -

Germline V=p27, J=JK4

8.10.3-CG2

Germ EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC RASQSVISSYLA WYQQRPGQAPRLLIY GASSRAT GIPDRESGSGHGTDETLTISRLEPEDFAVYYC
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3

8.10.3~CG2 (residues 21-129 of SEQ ID NO: 60)

Germ még:gﬂ.‘.\‘ PGGGT?EIKR (SEQ ID NO: 114)

-t
- ~
FIG. 4FF 3
. >
Germline V=VH3-48, D=D1-26, J=O0H4D
8.10.3-CG2 ——————feT R 8 DPLLA-ATE-~~
Germ mnvssss@!gmsmsmns GETFSSYSMN WVRQAPGKGLEWVS YISSSSSTIYYADSVKG RETISRONAKNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCAR 'IIIVE.!.IFM
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 .
8.10.3-CG2 ceme—mweo—=- (residues 20-141 of SEQ ID HO: 62)
Garm WGQGTLVIVSSA (SEQ ID RO: 113)
J‘ .

FIG. 4GG

Germline V=012, J=JK3

9.7.2-CG2 -GF-I 2
CDR1 FR2 CDR2 FRI CDR3 J

FR1
(residues 23-130 of SEQ ID NO: 52)

Germ DIGNTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQOXPGKAPKLLIY AASSLQS GVPSRESGSGSGTDETLYISSLQPEDEATYYC QQSYSTPET FGPGTXVD
(SEQ ID NO: 103) ER1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 T;V i

woe 3 ) AR R e ]

Rt e o S ] . xr — ee-

I0E0/5002 OM

O0GEGZI/FOOTSIVLD]
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FIG. 4HH

Germline V=VH3-11, D=D6-13, J=JH6D

9.7.2-CG2 [P
{residues 20-136 of SEQ ID NO: 66)
Gern MVESGGGLVKPGGSLRLSWS GETFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG RETISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCA BI#GMDV
{SEQ ID NO: 115) FR1 CDR1 FR2 CDR2 ERI T COR3
9.7.2-CG2 ————————————
Germ w SSA . ‘
J
—
@
S—
" N
FIG. 411 ¥
Germline V=012, J=UK3 -
9.7.2-CG4 G¥-I P L
(rasidues 23-130 of SEQ ID NO: 52)
Germ DIQNTQSPSSLSASVGDRVIITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY MS.SEQS GVPSRFSGSGSGTDETLTISSLQPEDFATYYC QOSYSTPFT :
(SEQ ID NO: 103) FRL CORL R2 CDR2 ) mms_ gs_l?m

FIG. 4JJ

FZURaKnaT 0

06€620/F00ZSN/LOd

Germline VaVH3-11, D=D6-13, JuJHEb
9.7.2-C64 -
t

Germ ' QUQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GETFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG RFTISRDNAKNSLYLQMNSLAREDTAVYYCA §ISGHMDV

FR1 CDRL FR2 CDR2 ] FR3 “TCDRI
9.7.2-C64  ——~—mmmmmmmm (residves 20-135 of SEQ ID NO: 70)
Gern WGQGTTVIVSSA (SEQ ID NO: 115)

3
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FIG. 4KK

Germline V=012, JwJK3 -
9.14.4-CG2 ~Pe=f=—L~

(residues 23-130 of SEQ ID NO: 56)

1
Germ DIQUTGSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQOKPGKAPKLLTY AASSLOS GVPSRESGSGSGYDETLTISSLQPEDFATYYC QOSYSTEFT FGE :
(SEQ ID NO: 103)  FRL CDR1 FRZ “Corz ) mc‘ﬁm—" ECECTIVOTIR

FIG. 4LL

Germline V=VH3-11, D=D7-27, J=JHib

9.14.4-CG2 Gemmem  oa
o]

Germ mggnsmg:s@smsms GETCF:ID:’YHS II&::GLEW& YIS!SG.ZTDIR‘;‘JADSVKG RﬂlSRmSLYmmS SLRAEDTAVYYCAR |g::3ﬂ E

9,14,4~CG2  —=-—=m—mmum= (residues 20-135 of BEQ ID NO: 74) .

Gern wggrngsn (SEQ ID NO: 116)

FIG. 4MM

Germline 'V=012, J=0K3

06£6Z0/MO0TSN/LDd

9.14.4-CG4 I
(residues 23-130 of SEQ ID WO: 56)

Gern DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY AASSLQS GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDE:

(S8EQ ID NO: 103)  FRL CORL A2 CoRZ O AIYIC QOXSTPET EGRCTRVOIKR

[
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. e ey g 414 @ A e ety B e 2 v
ce . - - - fet N
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FIG. 4NN

Germline V=VH3-11, D=D7-27, J=JH4b

9.14.4-CG4 P
Germ QUQLVESGGGLVKPGGSLALSCARS GFTFSDYYMS WIRGAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG RETISRONAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR $LIGDY
FR1 CDRI FRZ - CDR2 7RI "CDR3
9.14.4-CG4 —wememew---= (zapidues 20-135 of SEQ ID NO: 78)
Germ WGQETLVTVSSA (SEQ ID NO: 116)
. I
- ——
FIG. 400 R
Germline V=012, J=JK3
9.14.4-Ser e 7
(residues 23-130 of SEQ ID NO: 28)
Germ DIQNTQUPSSLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQOKPGKAPELLIY ARSSLQS GVPSRESGSGSGTDFTLYISSLOPEDEATYYC -
(SEQ ID NO: 103) TRl COR1 ) CoRz TR TIXG QUSKSTRFT FCETIVOLR

FIG. 4PP

Germline VeVH3~-11, D=D7-27, J=JHib

9.14.4-Ser G

Germ '  QUQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG RFTISRONAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR SLTGDY
FR1 ) CDRI FRZ CDR2 FR3 “CDR3

9.14.4-Ser —===-—= ~m~-— (residues 20-135 of SEQ ID ¥O: 82)

Germ m'rngssa {SEQ ID NO: 116)

- o

FZIOFCONT N s

06E6Z0/H0OTSN/LDd

-

e - . e Be e dmeham = mme



FIG. 4QQ

Germline V=012, J=JK3 .
9.7.2-Sex -1 R- e —— L 53

FRL CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 J
{residues 23-130 of 5EQ ID NO: 48)
Germ DIQMTQSPISLSASVGDRVTITC RASQSISSYLN WYQOKPGXAPKLLIY AASSLQS GVPSRFSGSGSGTDETLTISSLQPEDFATYYC QQSYSTPET FGPGTKVDIKR
(8EQ ID NO: 103) EFR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3 J
. -
FIG. 4RR N
Germline V=VH3-11, D=D6-13, J=JH6b - ;
9.7.2-Ser I —— s
Germ mLVESGGGLVK!GGSLRLSWS GFTPSDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIYYADSVKG RETISRONAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCA #18GMDV
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3
9.7.2-8ex mmmmmm—eee—= (zepidues 20~136 of SEQ ID NO: 50)
Garm WGQGTTVIVSSA (SEQ ID NO: 115)
J
FIG. 4SS
Germline VeA27, JwJK4 R
8.10.3~Ser V.
1
Gexm ! !:IVLESEGTBISPGBRITLBC RASQSVSSSYLA WYQQKPGOAPRLLIY GASSRAT GIPDRFSGSGSGTDETLTISRLEPEDFAVYYC
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 .
B.10.3-Sex (residusa 21-129 of SEQ ID NO: 44)
Germ DOYGSSPLT EGGGTKVEIKR (SEQ ID NO: 114)
COR3 J

FZLASA/DNT Nas

06£620/r00TSN/LId

T, AT VT T T I e e

17 el a2
f i PRSI TOR e
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FIG. 41T

Germline V=VH3-48, D=D1-26, J=JH4b
DPLLA-ATY-—-

8.10.3-Ser B et 3 R 8
Gern EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFTFSSYSMN WVRQAPGKGLEWVS YISSSSSTIYYADSVKG RETISRONAKNSLYLQUNSLRDEDTAVYYCAR MHIVGRESEDY

FRI T CDRL FR2 " CDR2 FR3 CDR3
8.10.3-Sexr  ———=—- —ece—v (residuas 20-141 of SEQ ID NO: 90) '
Germ WGQGTLVIVSSA (SEQ ID NO: 113)

J

Garmlina VwA27, J=J0K4 . . - .
8.10.3-CG4 - o = - . N
Germ EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSC RASQSVSSSYLA WYQQRPGOAPRLLIY GASSRAT GIPDRFSGSGSCTDFTLTISRLEPEDFAVYYC : - IS

FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 -
9.10.3-CG4 (residues 21-129 of SEQ ID NO: 60)
Gearm QQYGSSPLT FGGGTXVEIKR (SEQ ID NO: 114)

CDR3 3
Germline V=VH3~48, D=D1-26, J=JH4b ' .
8.10.3~CGA? e e 4 R—-~8 DPLLA-ATY---
Germ EVQLVESGGGLVQPGGSLRLECARS GETFSSYSMN WVRQAPGRCLEWVS YISSSSSTIVYADSVKG RETISRONAKNSLYLQMNSLRDEDTAVYYCAR $4#IVGE#4EDY
FRL CDRI TR2 CORZ FR3I CDR3
9.10.3-CG4  ~—-—=e-——e=- (residuea 20-141 of SEQ ID NO: 94)
Georm HGQGTLVTVSSA (SEQ ID NMO: 113)
J
ORI L A I R AR X e SPE L SARGAR AT S T et e A et

VI S AP FRET RRER Y Y ey

FTIVE0/S00T OM

06£620/FO0TSI/LOd



FIG. 4WW

£
Germline V=012, J=JK3 [=]
9.14.4G1 [ "
(residues 23-130 of §EQ ID NO: 28) §
Gern DIQMTQSPSSLSASVGDRVIITC RASOSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY AASSLQS GVPSRFSGSGEGTDETLTISSLQPEDFATYYC QUSYSTPFT FGRGTHVDIKR S
(SEQ ID NO: 103) FRIL - CORL FRZ CDR2 FR3 torR3 7 9
FIG. 4XX
Germline V=VH3-11, D=D?7-27, J=JH4b
9.14.4G1 P
Germ SVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCARS GETPSOYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGSTIVYADSVKG RETISRDNAKNSLYLOMWSLRAEDTAVYYCAR §LTGDY I
FRL CDRL FR2 CDR2 FR3 CDR3 -
N
9.14.461 wmmmmmmeeea- {residues 20-135 of SEQ ID NO: 102) LR
Germ WGQGTLVTVSBA (SEQ ID NO: 116)
J
9 . W . . '
Germline VeR27, JwJX4 ' 5
8.10.3rG1 ¥. - d
1
Germ ' EIVLTQIPGTLILSPGERATLEC RASQSVSSSYLA WYQOKPGDAPRLLIY GASSRAT GIPDRFSGSGIGTDETLTISRLEPEDEAVYYC g
FR1 - COR1 FR2 CDR2 FRI g
8.10.3861 {residues 21-129 of SEQ ID KO: 32) ]
Germ QQYGSSPLT FGGGTKVEILKR (SEQ 10 NO: 114) &
CDR3 J .
v - v 1t e > = B TRATIPRN R ENT A
e e atac i e wim cmedmmen T et et e SomeiE T

R

o\
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FIG. 42Z

Germline V=VH3-48, D=D1-26, J=JH4b

8.10.3F61  ———mmemmmecc e e B ] R-m8 DPLLA-ATE-~-
Gexm EVQUVESGGGLVQPGGILRLSCARS GETFSSYSMN WVRQAPGKGLENVS YISSSSSTIYYADSVKG RETISRONAXNSLYLOMNSLRDEDTAVYYCAR $44IVGHSFDY
FRL CDR1 ER2  ° COR2 FR3 T com3
8.10.3FGL m————— (reaidues 20-141 of SEQ ID NO: 98)
Germ WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 113)
J N
. =~
-
N
' g
g
b
2
- T LR LR PR RN, MR ISR MR e A ey ST ARPICLT IR RY L

c el Tl erisa an




v nr sV UJSIFE LY

- PCT/US2004/029390

<110> ABGENWIX, INC.

WARNER-LAMBERT COMPANY LLC

BEDIAN, VAME
DEVALARAJA, MADEAV NARASIMHA

FOLTZ,

IAN

7

SEQUENCE LISTING

HAAK-FRENDSCHO, MARY
XELLERMANN, SIRID-AIMEER
LOW, JOSEPH EDWIN
MOBLEY, JAMES LESLIE

<120> ANTIBODIES TO M-CSF

«130> ABX~-PF4 PCT

<140>
<l41>

<150>

60/502,163

<151> 2003-09-10

<160> 117

<170> PatentIn Ver. 3

<310> 1

<211> 1383
<212> DNA
«213> Homo

<400> 1
atggagttgg
gtgecagcetgg
tgtgcagect
gggaaggyggc
gactctgtga
canatgaaca
gggatggacyg
ccatceogtet
ggctgoectgg
ctgaccageqg
agcagcgtgg
gatcacaagc
tgeecacegt
cccaaggaca
agccacgaeg
gccaagacaa
accgttgtgce
ggectcoocag
caggtgtaca
tgectggtca
ccggagaaca
tacagcaegc
gtgatgcakg
aaa

saplenn

gactgtgetyg
tggagtetgg
ctggatteac
tggagtggat
agggcegatt
gectgagage
tctggggeea
tceccetgge
tcaaggacta
gegtgeacac
tgacegtgec
ccagcaacac
gecccageace
cccteatgat
acccegaggt
agccacggga
accaggactg
ccecoatcga
cecctgecece
aaggctteta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgea

.2

gattttecete
gggaggettg
cttcagtgac
ttcatacatt
caccatectec
cgaggacacy
agggaccacy
gecectgetet
cttceeegaa
ctecocaget
ctecageaac
caaggtggac
acctgtggca
ctecoceggace
ccagttecaac
ggageagttc
getgaacgge
gaaaaccatc
atcecgggag
ccccagegac
cacacctcce
caagagcadg
caaccactac

gttgctatea
gtcaagcécotg
tactacatga
agtggtagtg
agggacaacy
gcegtgtate
gteaccgtet
agaagcacct
ccggtgacgg
gtectacagt
ttegacacee
aagacagttg
ggaccgtcag
cctgaggtea
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tceaaaacca
gagatgaceca
atcgecgtag
atgetggact
tggcagcagg
acgcagaaga

tasaaggtgt
gagggtcocct
gctggatoeey
gtagtaccat
ccaagaacte
actgtgcgag
cctecagette
cocgagagoac
tgtegtggaa
cctcaggact
hgacctacac
agegceaantyg
tettectett
cgtgegtggt
acggegtgga
tecegtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagec
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggcte
ggaacgtctt
gectcteeot

ccagtgtcag
gagactetce
ccaggcteca
atactacgca
actgtatctg
agccctgggt
caccaagggc
agcggcccetg
ctcaggeget
ctackteccte
ctgcaacgta
ttgtgtcgag
ccoceccaaaa
ggtggacgta
ggtgcataat
cagcgtocte
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcetgace
caatgggeag
cttettcete
ctecatgctce
gtetcegggt

60
120
180
2490
aaa
360
420
480
540
600
660
720
7780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1383
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<210> 2

<211> 461

<212> BRT

<213> Homo gapiens

<400> 2
Met Glu Leu Gly Leu Cys Trp Ile Phe Leu Val Ala Ile Tle Lys Gly
1 5. 10 15

Yal Gln Cys Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly @Gly Gly Leu Val Lys
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
a5 40 45

Ser Asp Tyr Tyr Met Ser Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 80

@lu Trp Ile Ser Tyr Ile Ser Gly Ser Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala

&5 70 75 80

Asp Ser val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn
85 90 95

Sexr Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Olu Asp Thr Alg Val
100 105 110

Tyr His Cys Ala Arg Ala Leu Gly Gly Met Asp Val Trp Gly Gln GQly
115 1z0 125

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
130 -135 140

Pro Leu Ala Pro Cye Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ber Thr Ala Ala Leu
145 150 1556 . 160

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp
165 170 175

Aen Ser Oly Ala Leu Thr Bar Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leun
186 185 150

Gln Ser Ber Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ber Val Val Thr Val Pro Ser
195 200 . 205

Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro
210 215 220

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cya Cys Val Glu
225 230 235 240

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leun
245 250 as5s

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
as0 265 270




vy w smyvel Uunt il L4

Val Thr Cys
275

Phe Asn

250

Arg

Trp

Pro
305

Glu
Val val

Sexr Asn

Gly
ass

Lys

Glu
370

Glu

aly
aps

FPhe

Pro Glu Asn

Ser Pha Phe

Gln Qly Asn

435

Thr
450

<210> 3
<211> 702
<212> DNA
<213> Homo

<400> 3

atgagggtce
gacateccaga
atcacttgce
gggaaagccc
aggtteagtyg
gaagattttg
gggacchang
tetgatgage
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcge

val

Tyr

alu

Val val

Val Asp

Gln Phe

Asp Val

280
Gly Val
295

ASn BSer

310

His
325

Gln Aep

Leu

Ber

Glu

Asn

Hies Glu

Val Hig
Phe Arg
315

aly Lys
330

Lys
340

Gly Leu

Gln Pro Arg

Met Thr Lys

Pro Ser Asp

390

Asn Tyr Lys

Glu
Asn
375

Ile

Thr

Ala
Pro
360

Gln

Ala

Pro

345

Gln

val

val

Pro

Ile Glu

val Tyr

Ser Leu

Glu Trp
395

Pro Met

405

Leu
420

Val

Gln

sapiens

ctgecteaget
tgacccagtec
gggcaagtca
ctaagctcet
gcagtggatc
caacttatta
tggatatcaa
agttgaaatce
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgteacaaa

Tyr Ser

Phe Ser

Lys Ser

Lys Leu

410

Val Asp

425

Ser
440

cys

Leu Ber

455

cctggagete
teeatectee
gageattagce
gatctatget
tgggacagat
ctgtcaacag
acgaactgtg
tggaactgct
gtggaaggtyg
cagcaaggac
galacacana
gagcttcaac

Val

Leu

Met His

S8exr Pro

ctgetactet
cktgtctgcat
ggectttttaa
acatccagtt
ttcactcteca
agttacagtg
gctgcaccat
agcgttgtgt
gataacgece
agcacctaca
gtctacgcct
agaggagagt

-2
(0t

PCTMIS2004/029390

ASp Pro Glu Val Gln

285
Asn Ala Lys Thr Lys
300
vVal val Bsr Val Leu

320
Glu Tyr Lys Cys Lys
335
Lys Thr Ile Ser Lya
350

Thr Leu Pro Pro Ber

365
Thr Cys Leu Val Lys
380
Glu Ser Asn Gly Gln

400
Leu Asp Ser Asp Gly
415
Lyes Ber Arg Trp Gln
430

@lu Ala Leu His Asn

445
Gly Lys
460
ggctcogagg tgocagatgt 60
ctgtaggaga cagagtcacc 120
attggtatca gcagaaacca 180
tgcanagtqg ggtcccatte 240
ccatcagcag tetacaacct 300
tcccatteae tttcggocot 360
ctgtcttcat cttccegeca 420
gcetgetgaa taacttctat 480
tccantoggg taactcccag 540
geectcageag cacccetgacg 6§00
gcgaagtcac ceatcaggge 660
gt 702



WO 2605030124 PCT/US2004/029390
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<210> 4

<211 234

<212> PRT

<3213> Homo sapiens

<400> 4 .
Met Arg Val Pro Ala Gln Len Leu @ly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Arg
1 5 10 15

Gly Ala Arg Cys Asp Ile @ln Met Thr GQln Ser Pro Ser Ser Leu Ser
20 25 30

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser
35 40 45 -

Ile Ser Qly Phe Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro
50 58 60 .

Lys Leu Lreu Ile Tyr Ala Thr Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Phe
65 70 75 8o

Arg Phe Ser Oly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser
a5 S0 85

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

Ser Val Pro Phe Thr' Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile Lys Arg
. 115 120 125

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

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

Pro Arg Glu hAla Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Aan Ala Leu Gln Ser
185 170 <175

@ly Asn Ser Gln Glu Sex Val Thr Glu Gln Asp Ber Lys Asp.Ser Thr
la0 185 190

Tyr Ser Leu Ser Ser Thx Lesu Thr Leu Ser Lye Ala Asp '.l'yrlclu Lys
155 200 205

His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
210 215 220

Val Thr Lys Ser Fhe Asn Arg Gly Glu Cys
3258 230

<210> 5
<211> 1389 '
<212> DRA




" LPUNUNINL 4

<213> Homo

<400> 5

atggaatttg
gtgeagetgg
tatgcageet
gggaaggggc
gactctgtga
caaatgaaca
gcagctggta
aagggcccat
geccotggget

ggcgetotga
tcectcagea

aacgtagatc
gtegagtgee
ccaasaccca
gacgtgagcc
cataatgeca
gtectecaceyg
aacaaaggcc
gaaccacagyg
ctgacctgcee
gggcagocgyg
ttectctaca
tgeteegtaga
cegagtaaa

<210> 6
<A1l> 463
<212> PRT
<213> Homo

<400> 6

sapiens

ggctgtgetg
tggagtectgg
ctggattcac
tggagtgogt
agggcegatt
gcetgagage
gggectacty
cecgtettece
gecctgatcaa
cceageggegt

-gegtggkgace

acaagcccag
caccgtgece
aggacacecct
acgaagacce
agacaaagcc
ttgtgcacca
tceceagecec
tgtacaccct
tagtcasagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc

sapiens

ggttttecett
gggaggcttg
ctttagtagc
ggccaacata
caccatctece
cgaggacacg
gggccaggga
cctggegecce
ggactactte
gcacaoctte
cgtgecectee
caacaccaag
ageaccacct
cacgatctece
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctyg
catcgagaaa
gocecccatec
ckttctaccce
caagaccaca
cgtggacaag
tctgcacaac

gttgctattt
gtecagectg
tactggatga
aagcaagatyg
agagacaacyg
getgtgtatt
accctggteoe
tgctctagaa
cCCgaaAcCeygy
ccagctgtec
agcaactteg
gtagacaaga
gtggcaggac
cggacceety
ttcaactgyt
cagttcaaca
aacggcaagyg
accatctceca
cgggaggaga
agcgacatcg
ccteccatge

agcaggtgge
cactacacgc

Met Glu Phe Gly Leu Cys Trp Val Phe Leu Val

1

L]

10

tagaaggtgt
gggggktccet
getaggteeg
gaagtgagaa
ccaagaacte
actgtgctec
cegtetecte
goacctecga
tgacggtgte
tacagtcete
gcacccagac
cagttgagceg
egtcagtett
aggtcacgtg
acgtggacag
geacgtteeg
agtacaagtg
aaaccaaaqq
tgaccaagaa
cegtggagtyg
tggactccga
agcaggggan
agaagagcct

~7
oS
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ceagtgtgag
gagactctce
ccaggcteca
atactatgtg
actgtatctg
gggtatagea
agctteccace
gagcacagceg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctge
caaatgttgt
cctettecee
cgtggtagtg
cgtggaggtg
tgtggtcage
caaggtectee
gcagoeccga
ccaggtcage
ggagagcaat
eggcteette
cgtettetca
cteecctgtet

Ala Ile Iau Qlu Gly

is

Gly Gly Leu Vval @Gln

Vval Gln Cys Glu Val Gln Leu Val Glu Ber Bly
. 20 25

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

35 40
Ser Ser Tyr Trp Met Ser Trp Val Axrg Gln Ala
50 55 '
Glu Trp Val Ala Asn Ile Lys Gln Asp Gly Ber
65 70 75

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Bexr Arg
85 90

Ser Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
100 105

30
Ser Gly Phe Thr Phe
45

Pro Gly Lys Gly Leu
60 .

Glu Lys Tyr Tyr Val
80

Asp Asn RAla Lys Asn
95

Glu Asp Thr Ala Val
110

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
560
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1388
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677

b ]
Tyr Tyr Cys Ala Pro Gly Ile-Ala Ala Ala Gly Arg Ala Tyr Trp Qly
115 120 . 125

]
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Sex Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Eer
130 135 140

val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thxr Ser Glu Ser Thr Ala
145 150 158 ] 160

Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val
165 170 175

Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala
180 185 190 |

Val Leu @ln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val
155 200 205 .
Pro Ser Sex Asn Phe Gly Thr @Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His
210 215 230

Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val @lu Axg Lys Cys Cys
225 - 230 235 - 2490

Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ber Val
245 250 -255

Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met XIle Ser Arg Thr
260 265 270"

Pro Glu Val Thx Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu
275 280 . 285

Val Gln Fhe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val Hie Asn Ala Lys
290 295 300 !

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Oln Phe Asn Ber Thr Phe Arg Val Val Ser
305 310 315 ) 320

Val Leu Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
3as 330 335

Cys Lys Val Ser Aen Lys @Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Iles
340 345 3iso

Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
355 360 365 )

Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gla Val Ser Leu Thr Cys Leu
370 375 380

Val Lys Gly Phe Tyr Pro S8er Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu fier Asn
385 390 385 400

Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser
405 419 . 415




m
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Aep Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys 8Ser Arg
’ 430

420

425

Trp Gln Gln Gly Asn Val Fhe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
4315

440

445

His Asn His Tyr Thr Gln Lya Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

450

<210> 7
<211> 702
<212> DNA
<213> Homo

<400> 7

atgagggtce
gacatccaga
atcacttgee
gggaaagcce
aggttcagtg
gaagattttyg
gggaccaaag
tctgatgage
CCCAgagagy
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagetcge

<210> 8
<211> 234
<212> PRT
<213> Homo

<400> B

sapiena

ctgcteaget
tgacccagte
ggccaagtea
ctaagctect
gcagtggate
caacttacta
tggatatcaa
agtrgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa

aapiene

455

cctagggacte
teccatcctec
ggacaktagce
gatctatgct
tgggacagat
ctgtcaacag
acgaactgtg
tggaactgct
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagettcaac

ctgctactet
ctgtetgeat
agttatctaa
gcatccagtt
ttcactctca
agttacagta
gctgcaccat
agcgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgeet
aggggagagt

Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu

1

1o

Gly Ala Arg Cys Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

a5

Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Tbx Cys
35

40

Ile Ser Ser Tyr Leu Asn Trp Tyx Gin Gln Lys

50

Lys Leu Leu Ile fyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Serxr

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
as

gSer Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
105

BS

70

100

75

Asp Phe Thr

4560

ggctcogagg
ctgttggaga
attggtatca
tgcaaagtgg
ccatcagcag
cccecattcac
ctgtctteat
gcectgctgaa
tccaatcggg
gecteageag
gcgaagtcac
gt

Leu Leu Trp

Ser Ser
30

Pro
Axg
45

Pro
60

Gly Lye

tgcecagatgt
cagagtcacc
gcaganacea
ggtcccatta
tctgeaacet
ttteggeect
ctteoeedoca
taactteotat
taactcccag
caccctgacy
ccatcaggge

Leu Arg
15

Len Ser

Pro Ber Gln Asp

Ala Pro

Gly Val Pro Len

g0

Leu Thr Ile Ser

95

Gln Gln Ser Tyr

110

60

120
180
240
oo
aso
430
480
540
500
660
702

|0°
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8/77

Val Asp Ile Lys Arg
125

Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys
1290

Ser Thr Pro
115

Ala Pro Ber Val Phe Ile Phe Pro @lu Gln

135

Pro Ser Asp
140

Thr Val Ala

130
Bhe

Leu Leu Asan Asn

155

Leu
145

Gly Thr Ala Sexr Val Val Cyas
150

Tyr
160

Lys Ser

Aen Ala Leu Gln

175

Pro Ala Lys Val Glo Trp Lys Val Asp Ser

165 170

Arg Glu

Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln
180 185

Gly Asn Ser Asp Ser Lys Asp Ser

is0

Ser Ser Thr Ieu Thr Leu Ser
200

Ser leu Glu

195

Tyx Ala Rsp Tyr

205

Lys Lys

His Lys val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His

210 215 -

Gln 3ly Leu Ber

220

8er Pro

val
225

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
230

<210> &

<211> 1398
<212> DNA
<213> Homo

<400> 9

atggagtttg
gtgcagetgt
tgtgcagect
g99aaggggc

gactcegtga
caaatgaaca
agtgqgeget
gccteccaceca
agcacagcgy
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatgttgtg
ctettceceece
gtggtogtag
gtggaggtge
grtggteageg
aaggtcteca
cagcccecgag
caggtcagee
gagagcaitg
ggctocttot
gtettetcat
tcecetgtetce

saplens

ggcteegetg
tggagtctgg
ctggattcac
tggaatgggt

agggecggtt
gectgagage
acggattttt
agggecceate
ccctgggety
gegetetgac
cceteageag
acgtagatca
tcgagtgece
ceaaacccaa
acqgtgagcoa
ataatgcoccas
tecetecaccogt
acaaaggoct
aaccacaggt
tgacctgeet
ggcagecgga
tectctacayg
gctcegtgat
cgggtaaa

gatttttett
gggaggcttyg
ctttageage
ctcagetatt

caccatctce
cgaggacacyg
tgactactgg
ggtetteece
cctggtcaag
cagcggegtg
cgtggtgacc
caagcccage
accgtaccca
ggacacccte
cgaagaccce
gacaaagcca
tgtgcaccayg
cccagcceee
gtacaccctyg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caagctcace
geatgagget

gtggetattt
gtacagcectg
tatgccatga
agtggtegtg

agagacaatt
gcogtatatt
ggccagggaa
ctggcgeect
gactacttce
cacaccttee
gtgeccteca
aacaccaagq
gcaccacectyg
atgatctcce
gaggtccagt
cgggaggagc
gactggctga
atcgagaaaa
cceecateoee
ttctacccea
aagaccacac
gtggacaaga
ctgcacaace

taasaggtgt
gggggtcect
gctgggteeg
gtggtaggac

ccamgaacac
tctgtgcggt
cectagtcac
gctctagaag
ccgaaccggt
cagctgtect
gcaacttegg
tggacaagac
tggcaggacc
ggacccetga
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
ccatctcoana
gggaggagat
gcgacatege
ctecoatget
gcaggtggca
actacacgca

ccagtgtgag
dagactctec
ccaggctcca
atacttegea

gctgtatctg
agaaggctat
cgtetectea
cacctcogag
gacggtgteg
acagtcctca
cacccagace
agttgagege
gtcagtctte
ggtcacgtge
cgtggacgge
cacgttcegt
gtacaagtge
aaccaanggq
gaccaagaac
ogtggagtgg
ggactccegac
gcaggggaac
gaagagccte

60

130
180
240

300
3so
420
4180
540
600
660
720
780
e840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1398
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<210> 10

<211> 466

<212> DPRT

<213> Homo saplens,

<400> 10

Met Glu Phe Gly Leu Arg Trp Ile Phe Leu Val Ala Ile
1 5 10

Val Gln Cys Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly
a0 25

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
35 40 45

Ser Ser Tyr Ala Met fer Trp Val Arg Gin Ala Pro Qly
50 1 60

Glu Trp Val Ser Ala Ile Ser Gly Arg Gly Gly Arg Thxr
65 70 75

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn
85 80

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

Tyr Phe Cys Ala Val Glu Gly Tyr Ssar Gly Arg Tyr Gly
115 120 125

Tyxr :L‘rp' Gly Gla Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser Ala
130 115 140

"Gly Pro Ber Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Aryg Ser

145 150 155

Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe
165 170

Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Qly
180 185

Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu
195 200 205

Val Thr Val Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr
210 215 220

Val Asp His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr
235 230 235

Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cyg Pro Ala Pro Pro
245 250

Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Prov Lys Asp Thr

PCT/US2004/029390

Leu Lys Gly
15

Leu Val Gln
30

Phe Thr Phe
Lys Gly Leu
Tyr Phe Ala

Ber Lys Asn
85

Thr Ala Val
110

Pha Phe Asp

Ber Thr Lys

Thr Ber aGlu
160

Pro Glu Pro
175

Val His Thr
150

Ber Ser Val

Thr Cys Asn

Val Glu Arg
240

Val Ala Gly
255

Leu Met Ile-



WO 2005/030124

Sexr Arg Thr
275

Pro Glu
290

Asp

Asn
305

Ala Lys
Val val Ser
Glu Tyr Lys

Thr Ile
355

Lys

Leu Pro
370

Cys Len
ass

Glu Ser Asn

Leu Asp Ber

Lys Ser Arg
. 435
Glu Ala Leu

450

Gly Lys
465

<210> 11

<211l> 702
<212> DNA
<213> Homo

<400> 11

atggaagcce
gaaatagtga
ctetectgea
ggeccaggcete
aggatcagtg
gaagattttg
gggaccaaag
tctgatgage
cccagagagg

260

Val

Val

Cys
240

Bex

Val
Gly
Asp

420

Hias

cagcteaget
tgacgeagte
gggccagtca
ccaggctcet
geagtgagtc
cagtttatta
tggatatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca gtggaaggtg

Glu Val

Gln Phe

Pro
310

Lys

Tau
325

Thr

Lys val

Lys Thr

Ser

Lys Gly

350

aln
405

Pro
3ly Ser
Gln Gln

Asn His

sapliens

tctetteete
teccagecace
gagtgttage
catctarggt
tggaacagag
ctgtcagcag
acgaactgtg
tggaactgct

10777

255

Thr Cys Val Val Val
280

Asn Trp Tyr Val Asp
295

Arg Glu Glu Gln FPhe

PCT/US2004/029390

270

Val
285

Asp

Gly Vval

300

Asn Ser

315

val val His Gln Asp

330
Ser Asn Lys Gly Leu
345
Lys Gly Gln Pro Arg
160 .

alu
75

Glu Met Thr Lys

Fhe Tyr Pro Ser Asp

ass
Glu Asn Asn' Tyr Lys
410

Phe Leu Tyr Ser
425

Gly Asn Val Phe Ser

440

Iyx
455

Thr Gln Lys Ser

ctgctactot
ctgtctgtgt
agcaacttag
gcatcrcacca
ttcactctca
tctaataact
gctgeaccat
agegttgtgt
gataacgecce

Lau

Ala

Ser

Glu

Asn

Pro

His Glu

Val His

Pha
320

aly
335

Ly=n

Tle Glu

350

Glu
365

Asn
380

aln

Ile Ala

Lys

Gln

Val

val

Pro

Vval

S8er Leun
alu
400

Pro Met
415
Val Asp

430

Bar
445

Cya

Leu Ber

460

ggcteceaga
ctecagggga
cctggtacca
gggccagtgg
tcatcagcag
ggecattcac
digtctteat
geectgctgaa
tcoaateggg

val

Len

Met His

Ser Pro

taccactgga
aagagccace
geagaaacct
takcecagac
cetgcagtct
ttteggeect
etteccegeca
taacttctat
taactceccag

60
120
180

300
360
420
480
540
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gagagtgtca cagagcagga cagcaaggac agcacctaca gectcagcag caccctgacg 600
ctgagcaaag cagactacga gaaacacaaa gtctacgect gcgaagtcac ccatcaggge 660

11m

ctgagctege ccgtcacaaa gagettcaac aggggagagt gt

<210> 12

<211> 234
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 12
Mat @lu Ala

1

hap

Val

Val

Arg

Arg

Ser

Asn

145

Pro

aly

Hims

Thr

Ber

Ber

Leu

Ila

Leu

val
130

Lys

Asn

Ber

Lys
210

Thr

Sax

Len

Ber

Gln

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

val

Val Thr Lye

225

Pro Ala
5

Gly Qlu
20

Gly Glu
Asn Leun

Ile Tyr

aly Ser
85

Sar Qlu
100

Phe Thr
Ala Pl'lo
Gly Thr
Ala Lya

165

Glno Glu
180

HSer Ser

Tyr Ala

Ser Phe

Gln Leu Leu
Ile Val Met

Arg Ala Thr
40

Ala Trp Tyr
55

Gly Ala Ser
70

Gly Ser aly
Agp Fhe Ala
Phe @ly Pro

130

sexr Vval rPhe
135

Ala Ser Val
150

Val Gln Trp
Sexr Val Thr
Thr Leu Thr

200

Cys Glu Val
315

Asn Arg Gly
210

Phe Leu Leu Leu Leu
10

Thr @ln Ser Pro Ala
25 ’

Leu Sar Cys Arg Ala
45

@ln Gln Lys Prc Gly
&0

Thr Arg Ala Ser Oly
75

Thr Glu Phe Thr Leu
50

Val Tyr Tyr Cys Gln
105

Gly Thr Lys Val Rap
125

Ile Phe Pro Pro Ber
140

val Cys Leu Leu Asn
155

Lys Val Asp Aen Ala
170

@Glu Gln Asp Ser Lys
185

Leu Sexr Lys Ala Asp
205

Thr His Gln Gly Leu
220

Glu Cys

T

Thx

30

Ser

Gln

Ile

Ile

aln

110

Ile

Asp

ABn

Leu

Asp

130

Tyr

Ser

PCT/US2004/029390

Leu
15
Leu

Gln

Ala

Tle

95
Ber
Lys
alu
Phe
aln
175
Ber

alu

Ser

Ber
Sex
Pro
Asp

80

Ser

Asn

Gln

160

Ber

Lys

Pro

L

-
\ob
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<210> 13

«<400> 13
000 !

<210> 14

<211> 460

<212> PRT

.«213> Homo Bapiens

<400> 14
Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Ile Lys Gly
1 5 10 118

Val Glao Cys Gln Val Gln Leu Val Qlu Ser Gly Gly GQly Leu Val Lys
20 25 30

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu S8er Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe
k11 4D 45

Ser Asp Tyr Tyr Met Ser '1‘;2 Ile Arg Gln Ala P:;g Gly Lys Gly Leun
50

@lu Trp Phe Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala
65 ) 70 75 890

Asp Ser val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ber Arg Asp Asn Ala Lys Asn
Bs 90 95

fer Leu Ser Leu Gln Met Asn Ber Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
100 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Lsu Thr Gly Aap Tyr Trp Gly Gln Qly Thr
115 120 125

Ieu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe Pro
130 135 140

Teu Ala Pro Cys Ser Arg Ber Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly
145 150 155 160

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
165 170 175

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His Thr Phe Pro Ala Val lLeu @Gln
180 185 150

Ser Ber Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Eer Val Val Thr Val Pro Ber Ser
195 200 205 ’

Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thx Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser
210 215 220

Asn Thr Lys Val Asp Lys Thr Val Glu Arg Lys Cys Cye Val Glu Cys
225 230 235 . 240



2w wrvwll WS L LIS

Pro Pro Cys

Pro Pro Lys

Thx Cys Val
275

Asn Trp TyT
290

Arg Glu Glu
305

Val Val Hias
Ber Asn Lys
Lys Gly aGln

3ss

Glu Glu Met
a7

Phe Tyr Pro
ass

Glu Asn Asn

The Phe Leu

Gly Asn Val

435

Tyr Thr dln
450

«210> 18

<400> 15

ooo

16
236
PRT

<210>
<211>
<212>
<2131>»

<400> 16

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu G

Pro Ala Pro
245

Pro Lys Asp
260

Val Val Asp
Val Asp Gly
Gln Phe Asn

310

Gln Asp Trp
325

Gly Leu Pro
as0

Pro Arg Glu

Thr Lys Asn

Ser Aasp Ile
390

Tyr Lys Thr
405

Tyx Ser Lys
420

Phe Ser Cys

Lys Ser Leu

Homo sapiens

Pro

Thr

Val

val

295

Bexr

Leu

Ala

Gln

178

Ala

Thx

Leu

Sexr

ger
455

Val

Leu
Ser
280

Glu

Asn

Gln
360

val

Val

Pro

val
440

len

1377

Ala

Met
a85
His
Val
Phe
aly
Ile
345
val
Ber
Glu
Pro
val
428

Met

Ser

Ser
@Glu Asp
Hie Asn

Arg Val

315°

Lys Glu

330

alu

Lys

Leu

Glu
3ass

Trp

Met
410

Leu

Asp

His dlu

Pro Gly

Ber

Pro
Ala
aoo0

val

iso

Ber

Ala

Lys
460

Val Phe

Thr Pro
270

Glu Val
285

Lys Thr

Ber val

Lys Cys
Ile Ser
350

Pro Pro
365

Leu Val

Agn Gly

Ber Asp

Arg Trp
430

Leu His
445

oy
(o4

PCT/US2004/029390

Leu
255

dlu

aln

Lys

Leu

Lys

335

Lys

Ber

Lys

Gln

aly

415

Gln

Asn

Phe

Val

Phe

Pro

3ao

Vval

Gly

400

Ser

Gln

His

ly Leu Leu Leu Leu Tr§
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am

1 5 10 15

FPhe Pro Gly Ser Arg Cys Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser
20 25 30

Val Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser
35 40 A5

Gln Asp Ile Ser Gly Trp Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys
50 55 60

Ala Pro Lys Leu Leu Ile Bexr Ala Thr Ser Ser Leu His Ser OGly Val
65 70 75 ao

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
8s 90 . 95

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

Thr Asn Ser Phe Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val Asp Ile
115 120 125 .

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
130 135 140 !

Glu Gln Lev Lys Ser Gly Thr Ala Ber Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
145 150 155 160

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
165 170 i175

Gln ger Gly Asn Ser Gln Glu Sex Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp
10 185 130

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
195 200 205

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr Hia Gln Qly :.Leu Ser
210 - 215 220

Ser Pro Val Thr Lys 8er Phe Asn Arg Gly Glu Cys !
225 230 235

<310> 17

<400> 17
000

<210> 18

<211>» 463

<212> PFRT

<213> Homo sapiens



<400> 18
Met Glu Phe Gly
1

Cys Gln Cys Gln
20

Pre Gly Axrg Ser
as

Sexr Eer Tyr Gly
50

Glu Trp val Ala
65

Asp Ber Val Lys

Thr Leu Tyr Leu
100

Tyr Tyr Cys Ala
115

dly Thr Leu Val
130

Phe Pro Leu Ala
145

Leu Gly Cye Leu
Trp Asn Ber Gly
180

leu Gln Ser Ber
195

Ser Ser HSer Leu
210

Pro S8exr Asn Thr
225

Pro Cys Pro Ber
Phe Leu Phe Pro
260

Pro dlu Vval Thr
275

Vval Gln Phe Asn

Leu Ser Trp Val Phe Leu
5 10

Val dln Leu Val @lu Ber
25 °

Leu Arg Leu Ser Cys Ala
40

Met His Trp Val Axg Gln
55

Phe Ile Trp Tyr Asp Gly
70

Gly Arg Phe Thr Ile Ser
85 S0

Gln Met Asn Ser Leu Arg
105

Arg Gly Tyr Arg Val Tyr
120

Thr Val Se:.r Ser Ala Ber
135

Pro Cya Ser Arg Ser Thr
150

Val Lye Asp Tyr Phe Pro
165 170

Ala Leu Thr Ser Gly val
185

Gly Leu Tyr Ber Leu Ser
200

Gly Thr Lys Thr Tyr Thr
215

Lys Val Asp Lya Arg Val
230

Cys Pro Ala Pro Glu Phe
245 250

Pro Lys Pro Lya ::1; Thr

Cys Val Val Val Asp Val
280

Trp Tyxr Val Asp Gly Val

val

Aly

Ala

Ala

Ser

15

Ala

Phe

Ber

155

alu

His

Ber

Cyn

Glu

235

Laun

Ser

Glu Val His Asn Ala Lys~

PCTAIS2004/029390

Ala Leu Leu Arg Qly
15

Gly Gly Val Val Gln
30

Ser Gly Phe Thr FPhe
45

Pro Gly Lys Qly Len
60

Asn Lys Tyr Tyr Ala
80

ABSp Asn Ser Lys Asn
85

@lu Asp Thr Ala Val
110

Asp '.l'yr Trp Gly Gln
125 .

Lys. Gly Pro Ser Val
140

Glu Ser Thr Ala Ala
160

Pro Val Thr Val Ser
175

Thr Phe Pro Ala Val
190

val val Thr Val Pro
205

Asn Val Asp His Lys
220

S8er Lys Tyr Gly Pro
240

Gly Qly Pro Ser Val
255

Met Ile Ser Arg Thr
270

Gln Glu Asp Pro Glu
285

WO
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16777

250 295 300

Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Sex Thr Tyr Arg Val vVal Ber
305 310 315 320

Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys
a2s 330 335

Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lyre Thr Ile
340 345 350

Ber Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
355 360 365

Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu
A0 375 . g0

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn

3B5 aso 355 400
Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lya Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
405 410 41%
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ber Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg
420 425 430
Trp Glo Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met Hig Glu Ala Leu
435 440 445
His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ber Leu Ber Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460
<210> 19
<400> 19
000 '
<210> 20
<211> 336
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 20
Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leuy Trp
1 5 10 15

Phe Pro Gly Ser Arg Cye Asp Ile Glun Met Thr Gln Ser Pro Ser Ber
20 25 30

Val Ber Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser
35 40 45

Gln Asp Ile Ser Ser Trp Leu Ala Trp Tyr Gln Arg Lys Pro Gly Lys
50 58 60



ﬂ
1}

S ' PCTUS2004/029390
171

Ala Pro Lys Leu Gln Ile Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Glu Ser Gly val
65 70 75 a0

Pro Ber Arg Phe Asn Gly Ser QOly Ser Gly Thr Asp FPhe Thr Leu Ser
as 50 13

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

Thr Asn Ser Phe Pro Leu Thr Fhe Gly dly dly Thr Liys Val Glu Ile
115 120 125

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ber Asp
130 1as 140

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys lLeu Leu Asn Asn
145 150 155 1580

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
165 170 175

Gln Ber Gly Asn Ser Gln Glu Ber Val Thr Glu Gln Asp Ber Lys Asp
180 185 190

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Len Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyrx
195 200 205

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser
210 215 220

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 . 230 235

<210> 21

<400> 21
000

<210> 22

<211> 464

<212>» PRT

<213> Homo saplens

<400> 22
Met Glu Trp Thr Trp Ser Phe Leu Phe Leu val Ala Ala Ala Thr Gly
1 5 10 15

Ale Hig Ser Glm Val Glu Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys
20 a5 ao

Pro Gly Ala Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ber Gi}; Tyr Thr Phe
3s 40

Thr Ber Tyr Gly Ile Ser Txp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Lsu."



WO 2005/030124

50

Glu Trp
65

Gln Lys

Thr Ala

Tyr Tyr

Gly Gln
130

Ser Val
145

Ala Ala
val Ber
Ala val
Val Pro

2190

His Lys
225

Cys Val

Val Phe

Glu val
290

Lys Thr
305

Ser val

Lys Cys

Met

Leu

115

Gly

Phe

Leu

Trp

185

Ser

Pro

Glu

Leu

alu

475

Gln

Lys

Leu

Lys

55
aly Trp Ile Ser
70
Gln Asp Arg Val
85

Met OGlu Leu Arg
100

Ala Arg Arg Ala

Thr Leu Val Thr
1as

Pro Leu Ala Pro
150

Gly Cys Leu Val
165

Asn Ser Gly Ala
180

Gln Ser Ser Gly

Sexr Asn Phe Gly

215

Ser Asn Thr Lys

Cys Pro Pro Cys
245

Phe Pro Pro Lya
260

val Thr Cys Val
Phe Asn Trp Tyr
255

Pro Arg Glu Glu
310

Thr Val val Hia
325

Val Ser Asn Lys
340

18/77

60

Ala Tyr Aen Gly Asn

Thr

Sex

120

Val

Lys
Leu
Leu

200

Val

Pro
val
280
val
Gln

Qln

Gly

Met

Leu

105

Gly

Sex

Ber

Asp

Thr

ies

aln

Asp

Ala

Lys
265
Vval
Asp
Phe

Asp

Leu
345

Thr
90

Arg

Ala

Ser

Arg

Tyr
170

Ser

Ser

Thr

Lys

aso

Asp

Asp

Gly

Asn

330

Pro

75

Thr

Serx

Aan

Ala

Ber

1558

Phe

Gly

Leu

Val
val
Ber
a1s

Leu

Ala

Asp

Asp

Phe

8er

140

Thr

Pro

val

Berxr

Val

val

Leu

Ser

Glu
300

. PCTIUS2M4/029390

Thr Asp Tyr Ala

Thr
Asp
Phe
125
Thr
Ser
Glu
His
Ser
205
Glu
Ala
Met
Bims
285
Val
Phe

Gly

Ile

Ber

110

Asp

Lysa

Glu

Thr
190
val

Asn

Qly
Ile
270

Glu

His

Lys

Glu
350

80
Thr Thr
85

Ala val

Tyx Trp
@ly Pro
Ber Thr

160

Vval Thr
175

Phe Pro
Val Thr
Val Asp

Lys Cys
' 240

Pro Ber
255

Ser Arg
ABp Pra
Asn Ala

Val val
320

Qlu Tyr
a3s

Lys Thr

-



Ile Ser Lys Thr Lys Gly @Gln Pro Arg
a55 as0

Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys
370 375

Leu Val Lys Gly Phe Tyx Pro Ser Asp
aas 350

Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
405

Ser Asap l(:Ily Ber Phe Phe Leu Tyr Ser
420 425

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Fhe Ser
435 440

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys. Ber
450 455

<210> 23

<400> 23
000

<210> 24

<211> 240

<212> PRY

<213> Homo sapiens

<400> 24
Met Val Leu Gln Thr Gln Val Phe Ile
1 : 5

Gly Ala Tyr Qly Asp Ile Val Met Thr
20 25

Val Ser Leu Gly Glu Arg Ala Thr Ile
a5 40

Ile Leu Phe Phe Sexr Asn Asn Lys Asn
50 55

Lya Pro Gly Gln Pro Pro Asu Leu Leu
1 70

Glu Ber Gly Val Pro Asp Arg Phe Sar
85

Fhe Thr L.eu Thr Xle Ser Ser Leu Qln
100 105

19177

@Glu Pro

Asn Gln

Ile Ala
398

410

Lys Leu

Cys Ber

Lau Ser

Ber Leu

10
Gln Sex
Asn Cys
Tyr Leu
Ile Tyr
75

Gly Ser

Ala Glu

Gln

val

k)1

Val

Pro

Thr

Val

Tsu
460

Lys

Ala
50

TIp

PCT/US2004/029390

Val Tyr Thr Leu
365 '

Ser Leu Thxr Cysa
Glu Trp Glu Ser
400

Pro Met Leu Asp
415

Val Asp Lys Ser
4130

Met His Glu Al
445 .

Ber Pro Gly Lya

Ieu Trp Ile Ser
15

Agp Sexr Leu Ala
30

Ser Ber @ln Ser
45

Trp Tyr Arg Gln

Ala Ser Thr Arg
8o

Gly Ber Gly Thr Asp
95

Asp

Val Ala val Tyr
110 ) -




PCT/US2004/029390
WO 2005730124 20177

ly Thr
s Gln Gln Tyr Tyr Ser Ser Pro Trp Thr Phe Qly Gln G
il 115 120 125

Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe
130 135 140

Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys
145 150 155 160

Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val
. 165 170 175

As~ Asn Ala Leu Gln Sexr Gly Asn Sex Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln
180 188 190,

Asg Her Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser

158

200

205

Lys Rla Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys @lu val Thr His

210

215

220

Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
230 .

225

<210> 25

<211> 1380
<213> DHA
<213> Homo

<400> 35

atggagtttg
gtacagctgg
tgtgcagcect
gggaagggac
gactetgtga
caaatgaaca
ggggactact
teegtottec
tgectagtea
accagcggeyg
agegtggtgs
cacaagecca
ccaccgtgee
aaggacacec
cacgaagacc
aagacaaagc
gttgtgecacc
cteccageee

saplens

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggatteac
tggagtgggt
agggccgatt
gecktgagage
ggggccaggyg
eccltggegec
aggactactt
tgcacacett
ccgtgecocte
gCaacaccaa
cagcaccacc
tcatgatcte
cogaggtcca
cacgggagga
aggactggct
ccatcgagaa

gtgtacacce tgcccecate
ctggtcaaag gecttctacce
gagaacaact acaagaccac

ggttttectt
gggaggettg
ctteagtgac
ttcatacatt
caccatetece
cgaggacacy
aaccctggte
ctgctetaga
cceegaaceyg
ceccagctgte
cagcaactte
ggtggaceag
tgtggcagga
ceggaccest
gttcaactgg
gecagttcaac
gaacggceaiyg
aaccatctce
ccgggaggay
cagcgacate
accteeccatyg

235

gttgetatta taasaggtgt
gtcaagectg gagggteect
tactatatga gctggatceg
agtagtagtg gtagtaccat

agggacaacg
gecgtgtatt
accgtctect
ageaccteeg
gtgacggtgt
ctacagteet

ccaagaactc
actgtgceqag
cagcttceac
agagcacagce
cgtggaacte
caggacteta

Ygcacccaga cctacacctg
acagttgage gcasatgttg
cogtecagtet tcctottece
gaggtcacgt gegtogtggt
tacgtggacy gcgtggaggt
agcacgttee gtgtggtoag
gagtacaagt gcaaggtcte
aaaaccaaag ggcagccceg
atgaccaaga accaggtcag
geocgtggagt gggagageaa
ctggacteeg acggetectt

240
I

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggeteca
atactacgca
actgtatctg
aggcctaact
caagggecea
ggccctggge
aggcgetetg
ctccecteage
caacgtagat
tgtegagtge
cecaasacce
ggacgtgagc
ggataatgce
cgtectcace
caacaaaggc
agaaccacag
cctgacctge
tgggcageeg
cttcctotap

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
560
1020
1080
1l40
1200
1260
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211

agcaagctea ccgtggacaa gagcaggtgg cagcagggga
atgcatgagg ctetgecacaa ceactacacyg cagaagagce

«210> 26

<211> 460
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 26
Met Glu Phe Gly Leu Ser

1

Val @ln
Pro Gly
Ser Asp

50

Glu Trp
65

Asp Ser

Ser Leu

Tyr Tyr

Leu Val
130

Leu Ala
145

Cya Leu

Ber Qly

Sar Ber

Asn Phe
210

Asn Thr
225

Pro Pro

Cys Gln
20

Gly Serxr
35

Iyx Tyr

Val Serx

Val Lys

Tyr Leu
100

Cys Ala
115

Thr val
Pro Cys
Val Lys
Ala Leu

180
Gly Leu
195
aly Thr

Lys Val

Cya Pro

Val Gln

Leu Arg

Met Ber

Tyr lle
70

dly Arg
a5

Gln Met

Arg Qly

Ser Berx

Ser Arg
150

Asp Tyr
165

Thr Ber
Tyx Ber
Gln Thr
Asp Ly8

aip

Ala Pro

Trp

Leu

Leu

Txp
55
Ser

Phe

Ann

Ala
135
Ser
Phe
aly

Leu

Tyr
215

Thr

Pro

Val. Phe

val @lu
25

Bexr Cys
40

Ila Arg

Bar Ser

Thr Ila

Sar Leu
105

Thr Gly
120

8er Thr
Thr Ser
Pro Glu
Val His

185

Ber Ser
200

Thr Cys

val Glu

val Ala

Leu Val
10

8er Qly
Ala Ala
Gln Ala

Gly Sexr
75

Ser Arg
90

Arg Ala
Asp Tyr
Lys Gly
Glu fer

155

Pro Val
170

Thry Phe
Val val

Asn Val

Arg Lys
235

dly Pro

acgtettctc atgetcegtg 1320
tcteecctgte tcogggtaaa 1380

Ala Ile
Gly dly
Ser Qly

45

Pro QAly

Thr Ile

@lu Asp

aly
125

i 4

Ber

[
»
o

7

val

g

Ala

Thr Val
205

Asp Ris
220

Cys Cys

Ber Val

e
W
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Ile Lys
15

ILeu Vval
30

Phe Thr

Lys Gly

Tyxr Tyr

Ala lLys
95

Thr Ala
110

Gln Gly

val Pha

Ala Len
Ser Trp
175

val Leu
150

Pro Ber

Lys Pro

Val dlu

Phe Leu

Qly
Lys
FPhe
Leu
Ala

a0

Asn

val

Pro
aly
160

ABn
Gln
Ser
Ser
Cys

240

Fhe~
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247

245 250 255

Asp Thr Leu Met

265

Fro Pro Lys Pro Ile val

260

Ser Arg Thr Pro ‘Glu
270

Lys

Sexr His

280

val val val 8lu val Gln

275

Asp Val glu

285

Cys AEp Pro Phe

@ly val @lu

295

Val His Rsn Ala

300

Trp Tyx Val Asp Lys Pro

290

Thr Lys

Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr val Lgu

aie

Phe Val val

315

Ber

Axrg Thr

3058 320

Cys Lys Val

335

val Val His Gln Asp Asn

Aas

Gly Glu

Trp Leu Lys

330

Tyx Lys

Ile
345

Sar Asn Lys Gly

340

Leu Pro Ala Pro Glu Lys Ile Ber Lys
. 350

Gln Pro Glu Pro

355

Gin
ago

Lys Qly Val Tyr Thr Pro

Pro Ber
365 t

Glu Glu

370

Mat Thr Asn Gln Val

375

Lys 8er Leu Thr

Cys Leu Val Lys Gly
3so '

Phe Pro 8er Asp Ile Ala Val Glu Ber

Trp Glu

ass

Asn dly Gln Pro

3Bs 390

400

Qlu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr

405

Met
410

Leu Asp Ser Asp Gly Ser

415

Phe Phe Leu Tyr Ger

420

Thr Val

425

Lya Leu Asp Lys Ser Arg Trp @ln Gln

430

Gly Asn Val Fhe Ser

435

val
440

Cys Ser Met His Glu Ala

Leu Hig Asn
445

Hia

Tyr Thr Lau Ber
450

Gln Lys 8er Leu Ser

455

Pro Gly Lys

460

<210> 27

<211> 708

<212> DNA

<213> Homo eapiens

<400> 27

atggacatga
agatgtgaca
gtcaccateca
aaaccagggs
ccetcaaggt
caacctgaag
ggcecetggga
ccgecatetg

gggteccege
tccagatgac
cttgeceggee
aagccectaa
tcagtggcag
attttgcaac
ccaaagtgga
atgagcagtt

teagetectg
ccagtctecca
aangtecagatc
gctecctgate
tggatctggg
ttactactgt
tatcaaacqga
gaaatctgga

gggcteetge
teckocecetgt
attagcagtt
catgctgcat
acagatttca
caacagagtt
actgtggetyg
actgecctetyg

tactctgget
ctgcatetgt
tattaaattg
ccagtttgca
ctetcaceat
acagtacecc
caccatctgt
ttgtgtgect

ccgaggtgee
cggagacaga
gtatcagecag
aagtggggtc
cagtagtetg
attcacttte
cttocatette
gctgaataac

60

120
180
240
300
as0
420
480
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ttctateccca gagaggocaa agtacagtgg aaggtggata acgecctcca ategggtaac 540
tcccaggaga gtgtcacaga goaggacagc aaggacagca cctacagect cagcagcacce 600
ctgacgetga goamagcaga ctacgagana cacaaagtet acgectgega agtcacccat 660

231

’/Z
14

PCT/US2004/029390

cagggcctga getcegecegt cacaaagage ttcaacaggg gagagtgt

<210> 28
<211> 236
<212>» PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Mat Rsp Met Arg Val Pro Ala

1

Leu Arg aly

Leu 8er Ala

s’

Gln Ile

50

Ile

Ala
65

Pro Lys

Pro Ber

Arg

Ila Ber Ser

Ser Ber

115

Tyr.

Lys Arg
130

Glu
145

Gln Leun

Fha

Gln Ser dly

Ber

Thr Tyr
195

Glu Lys His

210

8er Pro Val
225

5

Ala Arg Cys Asp

20

Ber

Ser

Phe
Leu

100

val

Lys

Asn
180

Bexr

Ly®

Thr

Val @ly Asp
Ser Leu Leu
55

Leu Ile His
70

Bex Gly-r Sex
85

Gln Pro Glu
Pro Pha Thr
Ale Ala Pro

135

Ber Gly Thr
150

Glu Ala Lys
165

Ser Gln dlu
Leu Bexr Ber

Val Tyr Ala
215

Lys Ser Phe
220

Gln Leu Leu Gly Leu Leu

Ile

Arg

40

Asn

Ala

aly

Asp

120

Ber

Ala

vVal

Bex

Thr
200

Cys

dln
25

Val

10

Met Thr Gln Sex

Thx Ile Thr Cys

45

Trp Tyr Gln Gln Lys

Ala
Ser
Phe
108
aly
Vel
Ber
3ln
val
185

Leu

Glu

€0

Ber Bar Leu Gln

75

Gly Thr Asp Phe

Ala Thr Tyr Tyr

Pro @ly Thr Lyse

115

Phe Ile Phe Pro

140

Val val Cys Leu

155

170

Trp Lys Val aAsp

Thr Glu Gln Asp

Thr Leu Ser Lys

Leu Leu Trp

15

Ber Ser
Pro Ber

Pro ¢ly Lys

Ser @ly Val

Leu Thr
95

Thr

Cys Gln Gln

110

Val Rap Ile

Pro

Sar Asp

Leu Asn Asn

160
Asn Ala lLeu
178

Ser
190

Lys Aap

Ala Asp Tyx

val Thr His @Gln Gly Leu Ser

220

Ren Arg Gly Glu Cys

135



WO 2005/030124

<210>
<211»
<212>
<213>»

29
1358
DNA
Homo

<400> 29

atggagttog
gtgeagetgy
tgtgcagect
ggaaaggagce
gactctgtga
caaatgaaca
ctagcgggag
goctocacca
agcacageqq
tggaactcag
ggactctact
tacacctgca
aaatgttgtg
ctecttececee
gtggtggtgg
gtggaggtge
gtggtcageg
aaggtctcca
cagccercegag
caggteageoe
gagagcaatg
ggctecttcet
gtcttctcat
teectgtcte

<210> 130
<211> 466
<212> PRT
<213> Homo

<400> 3D

1

paplens

ggetgtgetg
tggagtctgg
ctggattcac
tagagtgagt
agggccgatt
gectgagaga
ctacctectt
agggeccate
cectyggety
gegetetgac
ccectecageoag
acgtagatca
tcgagtgece
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgccaa
tectecacegt
acaaaggcct
aaccacaggt
tgacctgect
ggcagccgga
tcctctacag
gctecgtgat
cggataaa

sapiens

ggttttectt
gggaggcttg
cttcagtagt
ttcatacatt
caccatctec
cgaggacaecg
tgactactag
ggtcttecec
cctggtcaag
cagcggegtyg
cgtggtgacc
caagcccage
accgtgceca
ggacaccctc
cgaagacecc
gacaaagceca
tgtgcaccag
cccageceee
gtacaccctg
ggtcaaaggc
gaacaactac
caasgetcacc
goatgagaet

24171

gttgetattt
gtacagectg
tttagtatga
agtagtagaa
agagecaatg
getgtgtatt
ggccagggaa
ctggegeecct
gactacttce
cacaccttce
gtgeceteca
aBcaccaagyg
gcaccacctg
atgatectece
gaggtceagt
cgggaggagce
gactggctga
atcgagaaaa
ccececatece
ttctacccea
aagaccacac
gtggacaaga
ctgecacaacc

Met Glu Leu Gly Leu Cya Trp Val Phe lLen val
5

10

Vval Gln Cys Glu Val Gln Leu Val Qlu Ser Oly

a0

a5

Pro Gly @Qly Eer Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

38

40

Ber 3er Phe Ber Met Thr Trp Val Axrg Gln Ala

50

55

Glu Trp Val S8er Tyr Ile Ser Ser Arg Ser Ser
) 70

65

75

tagaaggtgt
gogggtccct
cctgggteog
gtagtaccat
ccaagaactc
actgtgcgagy
ccetggteac
gotocaggag
ccgaaccggt
cagctgtect
gecaacttcegg
tggacaagac
tygcaggace
ggaccecctga
tcaactggta
agttcaacag
acggcaagga
ccatctccaa
gggaggagat
gcgacatcge
ctcocatget
gcaggtggea
actacacgea

Ala Ile Leu

Gly Gly Leu
30

Ber @ly Phe
45

Pro Gly Lys
60

Thr Ile Ber

Asp Ber Val Lys Gly Axg Phe Thr Ile Sexr Arg Aap Asn Ala

a5

. PCT/US2004/029390

ccagtgtgag
gagactctcc
ctaggctcca
atecctacgea
actgtatctg
agatcetett
tgtctcctca
cacctcogag
gacggtgtcg
acagtcctca
cdcccagace
agttqgagege
gtcagteotte
ggtcacgtge
cgtggacgge
cacgttcecgt
gtacaagtgc
aaccaaaggg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggactcegac
gcaggggaac
gaagagcctc

Qlu Gly
15

val Gln
i

Thr Phe
Gly Leu

Tyr Ala

80

Lys Ran
85

€0
124
180
240
aoo
360
420
480
540
600
660
720
780
840
a00
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1358



Ser Leu Tyr
Tyr Tyr Cys
115

Tyr Trp Gly
130

Gly Pro Ser
145

Ber Thr Ala
Val Thr val
Fhe Pro Ala

155

Val Thr val
210

Val Asp His
225

Lys Cys Cys

Pro Ser val
Ber Arg Thr
275

A=p Pro Glu
290

Asn Ala Lys
395

Val Vval Ser

dlu Tyr Lys

Lys Thr Ile
k111

Thr Leu Pxo
370

Thr Cys Leu
aes

100

Ala

Gln

Val

Ala

Ser

180

Val

Pro

Lys

val

Phe

260

Rro

val

Val

340

Ber

Pro

Gln Met

Aep

aly

Phe Pro

150

Leu
165

Gly

Lesu Gln
Ser Ber

Ber
230

Pro

Glu
245

Cys
Phe
Glu val
@ln

Phe

Pro
10

Lys

Len Thr
325
Lys Val

Lys Thr

Ser Axrg

25717

Asn Ser Len

105

Leu
120

Leu

Ley
135

val Thr

Leu Ala Pro

L=u Vval

Sar Gly Ala

185
Ber Ber
200

Gly

Asn
215

Phe Gly

Asn Lys

Pro Cys

Pro Fro Lys

265

Thxr Cys Val
280

Asn Trp Tyrx
a9s

Arg Glu Glu

Val Val His
Ser Asn Lys
345

Lye Gly Gln
360

Glu Glu Met
375

Arg Asp Glu Asp
Ala Qly Ala Thr
125

Val Ber Ser Ala
140

Cya Sexr Arg Ser
155

Lys Asp Tyr Phe
170

Leu Thr Ber Qly

Lesu Tyxr Ser Leu
2905

Thr Gln Thr Tyr
220

Val Asp Lys Thr
235

Pro Ala Pro Pro
250

Pro Lys Asp Thx

Val Val Asp Val
) 285

Val Asp Gly Val
300

Gln Phe Asn Ber
315

Gln Asp Trp Len
330

Aly Leu Pro Ala

Pro Arg Glu Pro
365

Thr Lys Asn Gln
380

Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala

380

ass

e
1R

= w2 ULVUNULIIIY

Thr Ala val
110

Phe Phe Asp

Ber Thr Lya

Ser Glu

160

Alu
175

Pro

val
190

His

8Sar Ser Val

Aan

Val Glu Arg

240

Ala
255

val aly

Mat Ile

270

Ser His Glu

@lu Val His

Phe
320

Asn Gly Lys

335
Ile

PYo Glu

aso

@ln Val Tyr

Val Ser Len

Val Glu Trp

400 =~



14
WO 2005/030 2677

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met

405 410 415
Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val RZep
420 425 430
Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ber Cys Ser Val Met His
435 440 445
Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
450 455 460 .
Gly Lys
465
<210> 31
<211> 705
<212> DNA

<213> Homo saplens

<400> 31 y

atggaaaccc cagegcagot tcotcttecte ctgetactet ggetceocaga taccacegga
gaatttgtgt tgacgcagtc tcecaggcace ctgtectttgt ctecagggga aagagccacce

ctcteetgea gggecagtca gagtgttage agcagttact
ccktggeeagg cteoceagget ccteatctat ggtgecatcca
gacaggtica gtggcagtgg gtetgggaca gacttcacte
cctgaagatt ttgcagbgta ttactgtcag cagtatggta
ggagggacca aggtggagat caaacgaact gtggctgcac
ccatectgatg sgoagttgaa atctggaact gocetctgtty
tatcecagag aggccaaagt acagtggaag gtggataacg
caggagagtg tcacagagca ggacagcaag gacagcacct
acgctgagea aagcagacta cgagaaecac aaagtctacg
ggcctgaget cgoeccgtcac aaagagctte aacaggggag

<210>
<311>
<213>
<313>

<400>

32

235

PRT

Homo sapilens

az

tagcctggta
gocagggccac
tcaccatcag
gctcacctct
catctgtett
tgtgeetget
cectocaate
acagcctcag
cctgcgaagt
agtgt

ccagcagaaa
tggecatccca
cagactggag
cactttegge
catcttcceg
gaataactte
gggtaactce
cagcaccctg
cacccatcag

Met Glu Thr Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trxp Leu Pro

1

5 10

«15

Rsp Thr Thr Gly Glu Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Bexr
20 25 3o

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ber Cys Arg Ala Ser Gln Ser

as 40

45

Val Ser Ber Sar Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gin Ala
50 55

60

Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Oly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Oly Ile Pro

65

70 75

8G,

PCT/US2004/029390

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
705

T

Ep————

S



-
o
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2771

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

Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyx

100 105 110

Gly Ser Ser
115

Arg Thr val
130

Gln
145

Tyr Pro Arg

Ser
Thr
Lys

210
Pro

<210> 33

<21l1> 1381
<212> DNA
<213> Homo

<400> 33

Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thxr
120

Ala Ala Pro Sex Val Phe Ile Phe

Lys Val Glu Ile Lys
125

Leu Lys

Gly Aen
Tyr Ser
195

His Lys

Vval Thr

135

Ser Gly Thr Ala Ser Vval Val Cys
150

155

Glu Ala Lys Val Gln Trp liys Val

165

180

170

Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln

185

Leu Ser Ser Thr Léu Thr leu Ser

200

Val Tyr Ala Cys @lu Val Thr His

215

Lys Ser Phe Asn Arg GQly Glu Cys

230

saplens

atggagtttg ggctgagctg ggttttectt

. gtgcagctgyg
tgtgeagect
ggg9aaggggc
gactctgtga
caaatgaaca
ggtatggacg
ccatccgtct
ggctgectgg
ctgaccagey
agcagcgtgg
gatcacaagc
tgccocaccgt
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgttgtge

tggagtétgy
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagage
tckggggeca
tececetgge
tcaaggacta
gcgtgcacac
tgaccgtgeo
cCagCcaacac
gcccagcace
ccebcatgat
accccgaggt

agccacggga
accaggactg

ggcctececag cccccatcga

caggtgtaca

cectgeccee

gggaggettyg
cttecagtgac
ttcatacatt
cacgatctece
cgaggacacg
agggaccacqg
gccctgetcet
cttccecocgaa
ctteccaget
ctccagcaac
caaggtggac
acctgtggea
cteccggace
ccagttcaac
ggagcagtte
gctgaacgge
gaaaaccate
atccegagag

Pro Pro Ser Asp Glu

140

Leu Leu Asn Asn Phe

ls0

Agp Asn Ala Leu Gln

175

Asp Ser Lys Asp Ser
190

Lys Ala Aep Tyr Glu

205

Gln Gly Leu Ser Ser

220

235

gttgctatta
gtcaageectg
tactacatga
agtagtagtg
agggacaacg
gecgtgtatt
gtcaccgtet
agaagcacct
ccggtgacgg
gtcctacagt
ttcggecacee
aagacagttg
ggaccgtecag
cctgaggtca
tggtacgtyg
aacagcacgt
aaggagtaca
tcecaanacea
gagatgacca

taaaaggtgt
gagggtccot
getggatecg
gtagtaccat
ccaagaatte
actgtgegag
ccteagette
cogagagcac
tgtegtggan
cctcaggact
agacctacac
agcgcaaatyg
tettectett

cgtgegtggt
acggcgtgga
tcegtgtagt
agtgcaaqgt
aagagcagce
agaaccaggt

ccagtgtcag
gagactctac
ccaggctcca
atactacgea
actgtatctg
gegtatagga
caccaagggce
agaeggecctyg
ctcaggcget
ctacteccte
ctgcaacgta
ttgtgtegag
ccoceccaaaa
ggtggacgtg
ggtgeataat
cagegtecte
ctccaacasa
ccgagaaceca
cagcctgafec

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
730
780
840
9200
960
1020
1080
1140
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tgggagag caatgggcag 1200

tgectaggtea aaggecttcta ccccagegac atcgeegtgyg ag

cgg;aggnca actg:acaagac cacacctece atgetggact cegacggete cttettecte 1260

tacagcaage tcaccgtgga chagagcagg tggcageagg ggaacgtett ctcatgetec 1320 -
gtgatgcatg aggctctgea caaccactac acgcagaaga gectctcect gtctocogggt 1380

1383 -
aan
<210> 34 e
<211> 461
<212> PRT '
<213> Homo saplens
<400> 34
Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Ala Ile Ile Lys Gly
1 5 10 15
Val Gln Cys Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu'Val Lys
20 25 30
Pro @ly Gly Ser Leu Arg Leu Sex Cys Ala Ala Ber Gly Fhe Thr Phe
as 40 45
Ser Asp Tyr Tyr Met Ser Trp lle Axg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
50 55 60 .

@lu Trp Val SBer Tyr Yle Ser Ser Ber Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala
65 70 ‘75 ao

Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Aep Asn Ala Lys Asn
85 1] 95

Ser Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ber Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val
lo0 105 110

Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Ile Qly Gly Met Asap Val Trp Gly Oin Gly
115 120 125

Thr Thr Val Thr Val Ser 8er Ala Ber Thxr Lys Gly Pro Ser Val Phe
130 135 140 '

Pro Leu Ala Pro Cys 8Ser' Arg Sar Thr Ser Glu SBer Thr Ala Ala Leu
145 150 155 160

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr vVal Ser Txp
165 170 175

hen Ser Gly Ala Leu Thr Ser Qly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
180 185 190

Gln Ser Ber GQly Leu Tyr Ber Leu Ber Ser Val Val Thr Val Pro Ber
185 200 205

Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro
210 215 220 )

Ser Asn Thr Lys Val Aep Lya ‘'Thr Val Glu Arg Lys Cya Cys Val Glu
225 230 235 240,

T



b
151

et LU IUL L4 PCT ! USZO!HNZDSN
2977

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro val Ala Gly Pro Ser val Phe Leu
245 250 255

Fhe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
260 265 270 '

Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln
275 280 285

Phe Asn Trp Tyr Val Asp qQly Val @lu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
250 285 300

Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ger Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu
305 310 315 320

Thr Val Val His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
. 325 330 335

Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Yle Ser Lys
240 345 350 .

Thr Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
3k58 360 365

Arg Glu GQlu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Lau Thr Cys Leu Val Lys
370 375 380

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
385 390 395 400

Pro Glu Asn Rsn Tyr Lys Thx Thr Pro Pro Mat LeuAspherAapGly
405 410 415 :

@ Ser Phe Phe Leu Tyr Ber Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
420 425 430

Gln Gly Asn Val Phe Ber Cys Ber Val Met Hip Glu Ala Leu Hie Asn
435 440 445

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

<210> 35

<211> 708

<212> DRA -
<213> Homo sapiens :

<400> 35

atggacatga gggtccccgce tcagetcctg gggetcetge tactetgget ccgaggtgoe 60
agatgtgaca tceagatgac ccagtcteca tccteectgt ctgeatetgt aggagacaga 120
gtcaccatca cttgccggge aagtcagage attagegget ttttaatttg gtatcagemg 180
agaccaggga aagcccctaa getectgatc tatgectacat ccagtttaca sagtggggte 240
ccatcaaggt tcagtggcag tggatctggg acagatttca ctctcaccat cagcagtetg 300
caacctgaag attttgcaac ttactactgt caacagagtt acagtaccce attcacttte 360
ggcecctggga ccamagtgga tatcaaacga actgtggctg caccatetgt cttcatettl 420




WO 2005030124

30111

ccgocatetg atgagecagtt gaaatétgga actgeetcoty
ttotatccca gagaggecaa agtacagtgg aaggtggata
tcccaggaga gtgtcacaga goaggacage aaggacagea
ctgacgectga gcaaagcaga ctacgagaaa cacaaagtct
cagggeetga gotegecegt cacasagagce ttcaacaggg

<210> 36
<21l1l> 236
<212>» PRT

<213> Homo saplens

<400> 36

Met Asp Met Arg Va

1l

1 Pro Ala Gln Leu Leu
5

10

Leu Arg Gly Ala Arg Cys Asp Ile Gln Met

Ala
35

Leu Ser

Gln Ser Ile

Ala
65

Pro Lys

Pro Bex

Arg

Ile Ber Ser

Sexr Tyr Ser

115

Lys Arg

130

Glu
145

Gln Leu

Phe Tyr

Gln Ber Gly

Ser Thr Tyr

195
Glu Lys Hie
210

Ser
225

20

Ser

Ser

Phe

Leu

100

Val

Lys

Asn
180

8er

Lys

Val

Gly Asp

a5

Arg Val Thr
40

Gly Phé Leu Ile Txp Tyr

Len

Ber

85

Gln

Pro

Ala

Ser

Glu

165

Ser

Val

Pro Val Thr Lys

Ile Tyr
70

Gly SBer

Pro Glu

Phe Thr

Ala Pro
138

Gly Thr
150

Ala Lys

Gln Glu

Ser Ber

Tyr Ala
215

S8er Phe
430

Ala Thr Ser
Gly Ber Gly
90

Asp Phe Ala
105

Phe Gly Pro
120

Bex Val Phe
Ala Ber Val
Val @ln Trp

170

Sexr Val Thr
185

Thr Leu Thr
200

Cys @lu vVal

Asn Arg Gly

Gly

Thr

Ile

Gln

Ser

75

Thxr

aly
Ile
Val
155
Lys

Glu

Leu

Glu
235

PCT/US2004/029390

ttgtgtgect gctgaataac 4B0
acgccctecca atcgggtaac 540
cctacagect cagcagcacce 600
acgectgcga agtcacccat 660

gagagtgt

Leu Leu Leu

Gln 8er Pro
a0

Thr Cys Arg
45

Gln Arg P
60 :

Leu @ln Ser
Asp phe Thrx
Tyr Tyr Cys

110

Thr Lys Val

125

Phe
140

Pro Pro

Cys Leu Leu

Val Asp Asn

Gln Asp Ber

190
Ser Lys Ala
205

Hip
220

@ln GQly

Cys

708

Leu Txp
15

Ser Ser
Jt.'l.al Ser

Gly Lys

Gly val
80

Leu Thr
-1

Gin Gin
Asp Ile
.Ser Asp
Asn Asn

160

Ala Leun
175

Lys Asp
Asp Tyr

Leu _Ber




<210> 17

<211> 1383
<212> DNA
<213> Homo

<400 37

gapiens

atggagtttg ggctgagetg ggtttteectt

gtgeagetgg
tgtgcagcot
gggaagggac
gactctgtga
caaatgaaca
ggggactact
tecegtettee
tgectggtea
accageggcy
agcgtggtga
cacaagccca
ccatcatgce
é¢ccaaggaca
agccaggaag
gocaagacaa
accgtectgce
ggcetecegt
caggtgtaca
tgectggtea
ccggagaaca
tacagcaggce
gtgatgcatg
gan

<210> 38
<211> 461
<312> PRT
<213> Homo

<400> 38

tggagtctggy
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
goctgagage
ggggccaggy
ccetggegee
aggactactt
tgcacaccott
ccgtgeccte
gCcaacACCAR
cagcacctga
ctcteatgat
accecgaggt
agcecgeggga
accaggactg
cctccatcga

ceetgeccece’

aaggcttcta
actacmagac

taaccgtgga
aggetctgea

aapiens

gggaggettg
¢cttcagtgac
ttcatacatt
caccatetee
cgaggacacg
aaccctggte
ckgectctaga
ccecgaaceyg
occagetgte
cagcagcttg
gotggacaag
gttectaggyg
ctccoggace
ccagttcaac
ggegcagttc
gckgaacgge
gaaaaccate
atcccaggag
cceocagegac
cacgeecteee
caagagcagg
caaccactac

3

gttgctatta
gteaagecetyg
tactatatga
agtagtagtg
agggacaacg
gecegtgtatte
accgtcteet
agcaccteeg
gtgacggtgt
ctacagtcet
ggcacgaaga
agagttgagt
ggaccatcag
cctgaggtea
tggtacgtag
aacagcacgt
aaggagtaca
teccaaageea
gagatgacca
atcgeecgtgy
gtgectggact
tggcaggagg
acacagaaga

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp val Phe Leu Val

i

10

val Gln Cys Oln Val @ln Leu Val Glu Ser @ly

a0

a5

Pro dly Gly Ser Leu Arg Len Ssr Cys Ala Ala
as

40

t
Ser Asp Tyr Tyr Mat Ser Trp Ile Arg Gln Ala

55

Glu Trp Val Ser Tyr Ile Ser Ber Ser Gly Ser

65

70

75

ASp Ber Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ary
85

30

tanaaggtgt
gagggtecct
gctggatccg
gtagtaccat
ccaagaactc
actgtgcegag
cagcttecac
agagcacage
cgtggaacte
caggactcta
cctacacoty
ccaaatatgg
tecttectgtt
cgtgegtggt
atggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaqggt
angggcagee
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggeote
ggaatgtctt
gectetecct

PCT/US2004/029390

ccagtgteag
gagactctee
ccaggctcca
atactacgea
actgtatctg
aggectaact
caagggeccca
ggceccotggge
aggegetctg
ctcccteoage
caacgtagat
teececcatge
cecccocaaaa
ggtggacgtyg
ggtgcatast
cagcegtecte
ctccaacaaa
ccgagagcca
cagectgace
caatgggcag
cttettecte
cteatgetce
gtetcegggt

Ala Ile Ile Lys Gly

15

dly aly Leu Val Lys
30

fer Gly Phe Thr Fhe

45

Pro Gly Lys Gly Leu

60

Thr Ile Tyr Tyr Ala

a0

Asp Asu Ala Lys Asn

95 -

60
120
180
240
300
360
430
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1383

e
11&
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Ber

Leu
145

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn
225

Phe

Val

Phe

305

Val

Ala

Gln

aly

Leu
100

Leu Tyr

Tyr Cys Ala

115

val Thr
130

val
Ala Pro
Leu Val

Lys

Gly Ala Leu
) 180
Ber Gly

155

Leu
Leu Gly
210

Thr Lys Val

Ser Cys

Pro Pro Lys

260

Thr Cys
275

val
Asn Trp
290

Arg Glu Glu

Val Leu His

Ser Asn Lys

340

lys Oly Gln
355

Glu Glu Met
370

Phe Tyr Pro

@Gln Met Asn

Arg Gly Leu

Ser Ala
135

Ser

Ber

Arq Ber
150

Asp
165

Tyx FPhe

Thr Ser aly

Tyr Ser Leu

Lys Thr Tyr

215

Asp Lys Axrg
230

Ala
245

Pro GQlu

Pro Lys Asp

Vel Val Asp

Val Asp Gly

285
Gln Phe Asn
1o

Gln
325

Asp Trp

Gly Leau Pro
Pro Arg Glu
Thr Lys Asn

375

Ser Asp Ila

8er

120

Ser

Val

Ser

200

Thx

val

Phe

Thr

val

280

Vval

Ber

Leu

Ber

Pro

160

Gln

Ala

am

Leu
105
Gly
Thr
Ser
dlu
Hie

185

Bexr

alu

Leu

Leu
265
Ser

Glu

Asn
Ser
345
Gln

val

Val

Arg Ala Glu

Asp Tyr Trp

Pro
140

Lys Gly

Glu Ser

155
Pro Val
170
Thr

Phe Pro

Val Val Thr

hsp
220

Asn Val

Bar Lys

235

TV

Gly
250

Qly Pro

Met TIle Ser

Gln Glu Asp

Val His Aen

00

Tyr Arg Val

315

Gly Lya Glu
330

Jle Glu Lys

Val Tyr Thr

Thy
380

Ber Leu

Glu Trp Glu

A8p
Gly
125
Ser
Ala
Val
Ala
Val
205
Eis

Gly

Sex

Pro
285
Ala

Val

365

Cys

Ber

Thr

110

Gln

val

Ala

Ser

Val
150

Lys

Pro

Val

Thr
270
Glu
Lys
Ber
Lys
Ile
aso
Pro

Leu

Asn

PCT/US2004/029390

Ala Val

Gly

Phe Pro

Leu Gly

160
Trp Asn
175

Leu Gln

S8er Ber

Pro Serx

Pro Cys

Phe
a55

Leu

Glu

val Gln

Thr Lys

Val Leu

20

Cys
335

Lys
8er
Pro ger
val

Lys

Gly Gln



385

390 . 398 400

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly

405 410 415

Sexr rhe Phe Leu Tyr Ber Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp GQln

4120 425 430

Glu Gly Asn Val Phé Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn

435 440 445

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 ) 4160

<210>

<400>

ooc

<210>

<400>
000

<210>
<400>
000

- «210>
<400>

000

<210>
<211>
<2l2>
<213>

<400>

a8

38

40

40

41

41

42

42

43

T05

DNA

Romo sapiensa

43

atggaasaccc cagocgcagct tctcttecte ctgcotactet ggoteccaga taccaccgga 60

gaatttgtgt tgacgcagtc tccaggcacc ctgtcetttgt ctccagggga aagagocace 120
ctctecetgea gggecagtea gagtgttage ageagttact tegeetggta ccagcagasa 180
cctggecagg cteccagget ccotcatctat ggtgeatcca geagggecac tggeatccea 240

gacaggttca gtggcagtgy grctgggaca gacttcacte tcaccatcag cagactggag 300
cctgaagatt ttgtagtgta ttactgtcag cagtatggta getcacctot cactttegge 360
ggagggacca aggtggagat caaacgaact gtggctgcac catetgtett cdtcttceeg 420
ccatctgatg agcagttgaa atctggaact gectetgitg tgtgeetget gaataactte 480
tatcccagag aggccaaagt acagtggaag gtggataacg ccctccaate gggtaactce 540
caggagagtg tcacagagea ggacagcaag gacagcacct acagcctcag cagcaccctg 600
acgctgagea aagcagacta cgagaaacac aaagtctacg cctgcgaagt cacccatgag 660

9
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M

ggcctgagct cgcccgtcac aaagagette aacmaggggang agtgt . 705
<210> 44
<211l> 235
<212> PRT
213> Homo saplens
<400> 44 :
Met Glu Thr Pro Ala Gln Leu Leu Phe Leu Leu Leu Leu Trxp Leu Pro

1 5 10 15

Asp Thr Thr Gly Glu Phe Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser
20 25 30"

Leu Ser Pro Gly Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arxrg Ala Ser Gln Ser
35 40 45

Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly @ln Ala
50 55 60

Pro Arg Leu Leu Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Ary Ala Thr Gly Ile Pro
65 70 15 a0

Asp Arg Phe Ber Glg fler Gly Ser Gly '1'191;: Asp Pbe Thr Leu 'ﬂ;;' Ile
8

Ser Arg Leu @lu Pro Glu Asp Phe Val Val Tyr Tyr Cys @ln Gln Tyr
100 . 105 110

Gly 8er Ser Pro Leu Thr Phe Gly Oly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
115 120 125

Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Vel Pha Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
130 135 140

@ln Leu Lys Ber Gly Thr Ala Ser Val Val Cya Leu Leu Asn Asn Phe
145 150 155 160

Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Txp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln
165 170 175
S8er Gly Asn Sar Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ber
1s0 185 190

Thr Tyr Ser Leu Ser Ber Thr Leu Thr Leu Ber Lys Ala Asp Tyr Glu
195 200 205

Lys Hie Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thxr Hie Gln Gly Leu Ser Ber
210 215 420

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cya
225 230 235

<210> 45




<211> 1386
<212> DNA
<213> Homo

<400> 45
atggagtttg
gtgcagcetgg
tgtgeagect
g9ganggggc
gackctgtga
caaatgaaca
ggtatggacg
ccatcogeet
ggetgecetgg
ctgaccagcg
agcagcgtgy
gatcacaagc
tgececatcat
apacccaagy
gtgagceagy
aatgccaaga
ctcacegtce
aaaggcctcc
ccacaggtgt
acctgcctag
cagccggaga
ctctacagca
tcegtgatge
ggtaaa

<210> 46
<311l> 462
<212» PRT
<213> Homo

<400> 46

gapiens

ggctgagetg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggeccgatt
gectgagage
tetagggecea
teecectgge
tcaaggacta
gcgtgeacac
tgaccqtgee
ccagcaacac
gcccagcace
acactctcat
aagaccccga
caaagecgeg
tgcaccagga
cgtcetceat
acaccectgcc
tcaaaggett
acaactacaa
ggctaaccgt
atgaggctct

aaplens

ggttttectt
gggaggcttg
cttcagtgac
tteatacatt
caccatctee
cgaggacacg
agggaccacq
gecectgetet
cttececgaa
ctteccaget
cteccageage
caagqtggac
tgagttcctg
gatctcecgg
ggtccagtte
ggaggagcag
ctggctgaac
cgagaanacc
cccatcecag
ctacceccage
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac

ol 1}

gttgctatta
gtcaagecctg
tactacatga
agtagtagtg
agggacaacyg
geegtgtatt
gtcaccegtcet
agaagcacct
cecggtgacgg
gtcctacagte
ttgggeacga
aagagagttg
gggggaccat
acccctgagg
aactggtacg
ttcaacagca
ggcaaggagt
atctccanag
gaggagatga
gacatcgecg
cccgtgetgg
aggtggcagg
tacacacaga

Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phea Leu Val

1

10

Val Gln Cys Glun Val Gln Leu Val Glu Ser Qly

20

25

Pro Gly Gly Ber Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
a5

Ser Asp Tyr Tyr Met Ber Trp Ile Arg Gla Ala

50

55

Glu Trp Val Ser Tyr Ile Ser Ser Ser aly Ser

65

70

75

Asp Bexr Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Sex Arg

85

90

Ser Leu Tyr Len Gln Met Asn Ber Leu Axrg Alm

100

105

taaaaggtgt
gagggtcect
gctggatccg
gtagtaccat
ccaagaattc
acktgtgegag
cctcagctte
ccgagagcac
tgtegtggaa
ccteaggact
agacctacac
agtccaaata
cagtettecct
tcacgtgegt
tggatggogt
cgtacegtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtgiga
acteccgacgg
aggggaatgt
agagectcte

ccagtgtcag
gagactetec
ccaggcteca
atactacagca
actgtatctg
gegtatagga
CRccaagaqge
ageggcectg
cteaggeget
ctactcecte
ctgcaacgta
tggtcoccecea
gttecececea
ggtagtggac
ggaggtgcat
ggtecagegtc
ggtctecaac
goccocgagag
ggtcagcctg
gagcaatggag
cteccttctte
cttcteatge
cctgtectecyg

Ala Ile Xle Lys Qly

15°

Gly Gly Leu Val Lys
a0

Ber Qly Phe Thr Phe

Pro Gly Lys Qly Leu

Thr Ile Tyr Tyr Ala

80

Asp Asn Ala Lys Asn

95

Glu Asp Thr Ala Val

110 -

60
120
180
240
aoo
360
420
480
540
500
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1386



“nl

Tyr Tyr Cys Ala Arg Arg Ile Gly Gly Met Asp Val Trp Gly Gln Gly
115 120 125

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe
130 135 140

Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Qlu Ser Thr Ala Ala Leu
145 150 155 160

Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser 'I‘rp
165 170 175

Aan Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu
180 185 130

Gln Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser
195 200 205

Ser Ser Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp Ris Lys Pro
210 215 230

Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Axrg Val Glu Ser Lya Tyr dly Pro Pxo
225 230 235 240

Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
245 250 255

Leu Phe Pro -Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro
260 265 270

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val
275 280 285

@Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr
290 285 aco

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asa Ber Thr Tyr Arg Val Val Ser val
305 310 ais 320

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cya
325 330 3is

Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lya Thr Tle Ber
340 345 350

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Axg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro
ass 360 365

Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Oln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
370 375 380

Lys Qly Phe Tyr Fro Ser Asp Xle Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly
ags k311 355 400

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Sex Asp
405 410 415




3

LR RNTEY L L L AT vl

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
430

420

425

6ln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Bexr Val Met His Glu Ala Leu His
435

440

445

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ber Leu Ser Pro Gly Lys

450

<210> 47
<d11> 708
<212> DNA
<213» Homo

<400> 47

atggacatga
agatgtgaca
gtcaccatca
agaccaggga
ccattaagut
caacctgaag
ggcectggga
cogecatetg
ttetatccca
teeccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga

<210> 48
<211> 236
<213> PRT
<213> Homo

"<400> 48

saplens

gggteccege
tcecagatgac
cttgeeggge
asgcccctaa
teagtggcag
attttgcasac
ccaaagtgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctegeoegt

saplens

455

tcagctectg
ccagtctceca
aagtcagagce
gctcectgate
tgaatctggg
ttactactgt
tatcaancga
gaaatctgga
agtacagtgq
gcaggacage
ctacgagaaa
cacaaagagc

gggrtectge
tccteectgt
attagegget
tatgctacat
acagatttca
caacagagtt
actgtggctg
actgcctetg
aaggtggata
asggacagca
cacaaagtct
ttcaacaggg

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln lLeu Leu Gly

1

10

Leu Arg Gly Ala Arg Cys Asp Ilea Gln Met Thr

20

25

Leu Ser Ala Bexr Val Gly Asp Arg Val Thr Ile
a5

40

@ln Ber Ile Ser @ly Phe Leu Ila Trp Tyr Gln

50

55

Ala Pro Lys l-eu Leu Ile Tyr Ala Thr Ser Ser

65

70

75

460

tactetgget
ctgeatetgt
ttttaatity
ccagtttaca
ctcteaccat
acagtaccce
caccatctgt
ttgtgtgect
acgccctcea
cctacagcet
acgcetgega
gagagtgt

ecgaggtgec
aggagacaga
gtatcagcag
aagtggggtc
cagcagtcety
attcacttte
cttcatette
getgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcacceat

Leu Leu Leu Leu Trp

15

Gln Ser Pro Ser Serx
30

Thr Cys Arg Ala Ser

45

@ln Arg Pro Gly Lys

&0

Leu Gln Ser Gly Val

a0

Pro Leu Arg Phe Ser Gly Ser Glu Ser Gly Thr Aep Phe Thr Leu Thr

95

Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln-~

60

120
180
240
300
a&o0
420
480
540
600
€60
708

1
|
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K rk

140 105

Ser Tyr Ser Thr Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly
118 120

Lye Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile
130 135

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Rla Ser Val Val
145 150 155

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys
165 170
Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr GQlu
180 185
Ser Thr Tyr Sexr Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu
1595 200
Glu Lya Him Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr
210 a15
Ser Pro Val Thr Lys Ser FPhe Rsn Arg Jly Glu
azs 230 235
<210> 49
<400> 49
000
<210> 50
<211> 462
<213> PRT
<213> Homo Bapiens
<400> 50 .
Met Olu Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val
1 5 1o

Val Gln Cys Gln Val Gln Léu Val Glu Ber Gly
a0 a5

Pro Gly Gly Ber Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
35 40

Ser App Tyr Tyr Met Ber Trp Ile Arg Glp Ala
50 55

@Glu Txp Val Ser Tyr Ile Ser Sex Ser dly Ser

65 70 75

Asp Sex Val Lya Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
85 50

Thx

Phe
140

Cys
val
agln
Ser

His
220

tys

Ala
aGly
Ser
Pro

60

Thx

Asp

PCT/US2004/0293%0

110

Lys Val Asp
125

Ile

Pro Pro Ser Asp

Leu Leu Asn Asn

Asp Asn Ala
175

160

Leu

Agp Ber Lys Asp

190

Lys Ala Asp
205

Tyx

Gln Gly Leu Ser

Ile Ile Lys Gly

15

@ly Leu val Lys

30

Gly Phe Thr Phe

45

Gly Lys Gly Leu

Ile Tyr Tyr Ala

Asan Ala Lys Asn

95

-



Ber Leu Tyr Leu

Tyr Tyr Cys

Thr

Pro

145

Gly

ABn

dln

Ber

Ber

225

Leu

Glu

dln

Lys
305

Lys

Ber

Thr
130

Lreu

Cys

Ser

Sexr

Ber

210

Asn

Pro

Phe

val

Phe
250

val

Ala

115

Val

Ala

Leun

aly

Bex

195

Thr

Pro

Pro

Thr

275

Asn

val

Sex

Lys
355

Gln Glu

370

100

Ala

Thr

Pxo

Val

Ala

180

aly

Gly

Lys

Cya

Pro

Cys

alu

Leau

Aan
340

Gln
Ile
Val
Cys
Lys
165
Leu
Leu

Thr

val

245

Vval
Tyx
Glu
His

325

Lys

Met

Sex
Ber
1540

Asp

Thr

Lys
Asp
230

Ala

vVal
val
Gln
310

Olo

aly

Asn

Xle

Bex
135

Arg

Ber
Bex
Thr

215

Lys

Lys

val

FPhe

Asp

Leu

Gly Gln Pro Arg

Sar
Gly
120

Ala

Ser

aly

200

Glu

Asp

Qly

Asn

Trp

Pro

alu
360

Glu Met Thr Lys Asn

375

Leu Arg Ala Glu

105

Gly

Ser

Thr

Pro

val

185

Ber

val
Phe
Thr
265
val
Val
Ber
Leu
Bex

345

Pro

Met

Thr

Ser

Glu

170

His

Ber

Cys

Glu

Lau

Sex

Glu

Thr

Asn

330

Bex

a3ln

Agp Val
Lys Gly
140

Glu Ser
155

Pro val

Thr Phe

Val val

Aan Val

420

Ser Lya
235

gly Gly

Met Ile

@ln Glu

val His
ano

Tyr Arg
315

Agp Thr Ala Val

1o

Trp Gly
125

Pro Ser

Thr Ala

Thr Val

Pro Ala
190

Thr Val
205

Asp His
Tyr Gly
Pro Ber
Ser Arg

270

Asp Pro
385

Asn Ala

Val val

Gln Gly

Val Phe

Ala Leu
160

ger Trp
175

val Leu

Pro Ser
Lys Pro
Pro Pro

240

val Phe
255

Thr Pro
@Qlu val

Lys Thr

ger Val
320

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys

ais

Ile Glu Lys Thr Ile Ser

350

Val Tyr Thr Ieau Pro Pxo

365

@Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val

380

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Rsm Gly

385

390

395

400

13
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40/77

@ln Pro 8lu Asn Asn Tyr Lys
405

Gly Ber Phe Phe Leu Tyr Ser

420 425

Gln Glu Gly Asn Val Phe Serxr
4138

Cys Ber
440

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser

450 455
<210> 51

<400>
000

51

<210>
<211>
<212>
<213>

52

236

PRT

Homo sapiens

<400> 52
Mat Asp Met Arg Val Pro Ald
1 5

Gln Leu

Leuv Arg Gly Ala Arg Cys Asp Ile Gln
20 25

Ber Ala
a5,

Leu Ser Val Gly Asp

40
Qln Ber Ile
50

Ser Gly Phe ey

55

Ile Trp

Ala
65

Pro Lyes Leu Leu Ile Tyr

70

Ala Thr

Pro FPhe

Ber Arg Ser Gly Ser

Gly SBer

Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu

100

Asp Phe
105
sSer

Tyr Ser Thr Pro Phe Thr

115

Phe Gly
120

val Ala Ala Pro
135

Lys Arg Thr

130

Ser val

Glu
145

Gln Leu Lys Ser Gly Thr
150

Ala Ber

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lyes Val Gln

Arg val

430

val Met His Glu Ala
445

Leu Ser Pro Gly Lys
460

Leun dly Leu Leu Leu
1o

Met Thr Gln Ser Pro
30

Thr Ils Thr Cys Arg
L]

Tyr Oln Gln Lys Pro
60

Sex Ser Leu Qln Ber
75

Gly Thr Asp Phes Thr
90

Ala Thr Tyr Tyr Cys
110

Pro Qly Thr Lys Val
125

Pha Ile Phe Pro Pxo
140

Val val Cys Leu Leu
155

Trp Lys Val Asp Asn

PCT/US2004/029390

Thr Thr Pro Pro Val leu Asp Ser Asp
410

415

Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp -

Leu His e

Leu
A5

EFI‘ Ser

Ala Ser

Gly Lys

V:l ‘

Gly

Leu Thr

95

Gln Gln

Asp Ile

8exr Rap .

Asn Asn

160

Ala Ley




4m

170

PUTNIS2004029390

175

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Glo Asp Ser Lys Asp

1s0

185

190

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ber Thr Leu Thr leu Ser Lys Ala Asp Tyr

195

205

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Qln Gly Leu Ber

210

Ser .Pro Val Thr Lys Ber Phe Asn Arg Gly Glu Cys ’

225

<210>» 53

<400> 53
000

<210> 54
211> 461
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

Met Glu Phe Gly Leu S8er Trp Val Phe Lau Val Ala Ile Ile Lys Gly

1
Val Gl;‘l Cys Gln
20

Pro Gly dly Ber
35

Ber Asp Tyr Tyr
50

Glu Trp Val sSer
65

Asp Ser Val Lys

Ser Lau Tyxr Leu
100

Tyr Tyr Cys Ala
115

Ieuv Val Thr Val
130

Leu Ala Pro Cys

10

L]

15

Val Gln Lau Val Glu Ser Qly Gly Gly Leu Val Lys

a0

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ber Gly Phe Thr Phe

Met Ser Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu

Tyr Ile Ser far Ser Gly Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala

a0

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn

Gln Mot Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val

1l0

Arg Gly Leu Thr Gly Asp Tyr Trp Gly Glmn Gly Thr

125

Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ber Val Phe Pro

Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly



WO 2005030124 PCT/US2004/0293%0
am

145 150 155 160

Cye Leu Val Lys Asp Tyxr Fhe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Txp Asn
165 170 175

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
1s0 185 190

Ser Ser Gly Leu Tyr SBer Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Sexr Ser
1858 200 205

Ber Leu Gly Thr Lys Thxr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser
210 215 220

Asn Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys
225 230 235 240

Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu
- 245 250 255

Phe Pro Pro Lye Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
280 265 270

val Thr Cys Val val Val Asp Val Ser Glo Glu Asp Pro Glu Val Gln
275 aao 285

Phe Asn Trp Tyx Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
230 2595 300

Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
305 310 315 320

Thr Val Leu His @ln Asp Trp Leu Asn Gly Lya Glu Tyr Lys Cys Lys
325 330 335

g

Val Ber Asn Lys Gly Leu Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ber Lys
340 345 350

Ale Lys Gly @Gln Pro Arg Glu Pro @Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
ass 360 365

@Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gla Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
370 a7s5 380 .

Gly Phe Tyr Pro Sexr Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser RAsn Gly Gln
38s 350 ass 400

Pro Glu Asn Asn Tyr Lye Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
405 410 415

S8er The Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg '..l‘rp‘ Gln
420 425 430

Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ber Val Met HEis Glu Ala Leu His Asn
435 440 445



4477

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

450

<210> 55

<400> 5SS
000

<210> 56
<3d11> 236
<212> PRT
<213> Homo sapiensg

<400> 56
Met Asp Met Arg Val Pro
1 5

Leu Arg Gly Ala Arg Cys
20

Loeu Ser Ala Ser Vval Gly
as

@Gln Ile Ile Ser Ser Leu
50

Ala Pro Lys Ieu Leu Ile
65 70

Pro Ser Arg Phe Her Gly
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Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Glan Glu Asp Pro Glu iVal Gln
275 280 , 485 ‘

Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys
2590 295 300 '

Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val.Leu
305 310 315 ! 320

Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asu Gly Lys Glu Tyr Lya Cys Lys
a5 330 335

Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile !Ser Lys
340 345 350 °

Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
3i5s 360 365

Gln Glu Glu Met Thr Lye Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
a7o 375 380 !

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ber Asn Gly Gln
385 3so 395 : 400

Pro Glu Aen Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Qly
405 410 415

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
) . 420 425 . 430

Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ber Val Met His Glu Ala Leu His Asn
435 440 - 445

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

<210> 79
<400> 79 )
000

)

|
<210> 80 i

|
<400> 80 . i
000 t
<210> Bl .

<400> 81
oco



<210>
<211l>
<212>»
<213>

82
461
PRT

_ <400> 82

Mer Glu Phe Gly Leu Ser Trp Val

1

Val Gln Cys Gln
a0

Pro Gly Qly EBex
35
Ber Asp Tyr Tyx
50

Glu Trp Val Ber
65

Asp Sex Val Lyn
Ber Leu Tyr Leu
100

Tyxr Tyr Cys Ala
115

Leu Val Thr val
130

Leu aAla Pro Cys
145

Cys Leu Val Lys
8Ser Gly Ala Leu
180

Ber Ber Gly Leu
1958

Ser Leu Gly Thr
210

Asn Thr Lye Val
225

Pro Pro Cys Pro

Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr

260

Homo mapiens

5

val Gln Leu

Leu Arg Leu

Met Ber Txp
S8

Tyr lle Ber
70

Gly Arg Phe
85

Gln Met Asn
Arg Ely Leu
8er Ber Ala

135

Ber. Axrg Ser
15¢

Asp Tyr Phe
165

Thr Ser Gly

Tyr Ser Leu

Lys Thr Tyr
215

Asp Lys Arg
230

Ala Pro Glu
245

s

Fhe

Val Glu

25
Ser Cys
49

Ils Axyg

Ber Ber

Ila

Ser Leu

105

aly
120

Ber Thr

Sexr

Glu

Val His

185

Ser Ber

200
Thr
vel Glu

Phe

265

Leu Val Ala Ile
10

Ber Gly Gly GQly

Ala Ala 8Ser Gly
45

Qln Ala Pro Qly
60

dly Ser Thr Yla
75

Ser Ary Asp Asn
90

Arg Ala Glu Asp
Asp Tyx Trp Gly
135

Lys Gly Pro Ser
140

Glu Ser Thr Ala
155

Pro val Thr Vval
170

Thr Phe Pro Ala
val val Thr Val
205

Asn Val Asp Hip
220

S8er Lys Tyr Gly
235

@ly Gly Pro Ber
250

PCT/US2004/029390

Ile Lys Gly

15

Leu Val Lys

Phe

Lys

Iyr

Alas

110

Gln

val

Her

Val
150

Lys

Pro

val

270

Thr Phe

gly Leu

Tyr Ala

80
Lys Asn
85

Ala Val

Gly Thr

Phe Pro

Leu Qly

180

Apn
178

Leu Gln

HSar Ber

Pro Ber

Pro Cys

240

Phe Leu
255

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu
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val Thr Cys Val Val val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln
275 280 285

Phe asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val Hia Asn Ala Lys Thr Lys
aso 295 300

Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu
305 310 31s aao0

Thr Val Leu His Qln Asp Trp Leu Asa Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys
325 330 335

Val Ber Asn Lys Gly Leu Fro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys
340 345 3590 !

Ala Lys Gly Glr Pro Arg @Glu Pro GIn Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
355 360 365

@ln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
370 375 380 '

Gly Pha Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
385 aso 395 400

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
405 410 415

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
420 425 430

Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met Him @lu Ala Leu His Asn
435 440 445 1

Hies Tyr Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
450 455 460

<210> B3

<400> 83 !
000 1
<210> B4

<400> B4

000

<210> 85

<400> B5

go¢

<210> B&




<211> 462
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 86

Met Qlu Pbe Gly Leu Ser Trp Val

1l
Val Gln Cys
Pro Gly Gly
as

Ser Asp Tyr
50

Glu Trp Val
65

Asp Ser Val
8ar Leu Tyxr
Tyx Tyr Cys

115

Thr Thr Val
130

Pro Leu Ala
i45

Qly Cys Leu
Asn Ser Gly
Gln Ser Ber

195

Ser Ser Leu
210

Sar Asn Thr
225

Cys Pro Pro

Leu Phe Pro

Glu vVal Thr Cys

Gln Val Gln
20

Ser Leu Arg

Tyr Mat Ser

Ser Tyr Ile
70

Lys Gly Arg
85

Leu Gln Met
1040

Ala Arg Arg

Thr Val Ser

Pro Cys Serx,

150

Val Lys Asp
165

Ala Leu Thr
180

Gly Leu Tyr

Gly Thr Lys

Lys Val Asp
230

Cys Pro Ala
245

Leu

Leu

Trp
55

Ber

Asn

Ile

Ber
135

Bax

Sex

Val
Ser

40
Ile
Ser
Thr
Sar
Gly
120
Ala
BSer
Phe

Qly

Leu
200

59/77

Phe

alu
25

Cys

Sex

Ile

105

aly

Ser

Pro

val
185

Ber

Leu Val Rla
10

Ser Gly Qly
Ala Ala Ser
Gln Ala Pro

60

@ly Ser Thr
75

Ser Arg Asp
90

Axg Ala GQlu
Met Asp Val
Thr Lys Gly

140

Ser Glu Ber
155

Glu Pro Val
170

His Thr Phe

Ber val Val

Thr Tyr Thr Cys Asn Val

215

Liys Arg Val Glu Ser Lys

235

Pro Glu Phe Leu Gly Gly

aso

Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile

260

265

Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu

PLUT/US2004/029390

Ile Ile Lys
15

Gly Leu Val
30

Gly

Lys

Gly Phe Thr Phe

Qly Lys Gly

Ile Tyx Tyr

Asn Ala Lys
9s

Asp Thr Ala
110

Trp Gly Gln
125

Pro Ber Val

Thr Val Ser
175

Pro Ala Val
190

Thy val Pio

Asp His Lys

Tyr Gly Pro

Pro Ser val
255

Ser Arg Thr
270

Asp Pro Glu

Leu
Ala

]
Aan
Val
aly
Phe
Leu
160
Leu
Ber
Pro
Pro

240

Phe

Val~

15
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275

Gln Phe Asn
290

Lys Pro Arg

3os

LIeu Thr Val

Lys val Ser

Lys Ala Lys

ass

Ser Gln Glu
370

Lys Gly Phe

385

Gln Pro GQlu

Gly Ser Phe

Gln Glu Gly

435

TXp TyT

@lu Glu

Leu His
325

Asn Lys
340

Gly Gln

Glu Met

Tyx Pro

Asn Asn
405

Pha Leu
420

Asn Val

Asn His Tfr Thr Gln
450

<210>

<400>

<210>

<400>

000

<210>

<400>
000

87

87

280
Val Asp Gly
295

QGln Phe Asn
310

Gln Asp Trp

Gly Leu Pro
Pro Arg Glu
360

Thx Lys Asn
375

Ser Asp Ile
3s0

?

Tyr Lys

Phe Ser Cys

Lys Sar Leu
455

60F77

Val

Ser

Leu

Ber

345

Pro

Gln

Ala

Leu
425

ser

Ser

Glu

Thr

330

Ser

Gln

val

Val

410

val

val

Tyr
315
Gly
Ile
val
Ser
Glu
395
Pro
Vval

Met

Ber

His
300

Lys

Alu

Lau
380

vei

His

Pro
460

Asn

Val

alu

Lys

365

alu

Leu

Lys

Glu

445

aly

Ala

Val

Tyr

Ber
Asp
Sexr
430

Ala

Lys

PCT/US2004/0293%0

Lys Thr

Ser val
320

Lys Cys
335

Ile Ber
Pro Pro
Leu Vval

Asn Gly
400

éer Asp
415

Arg Trp

Leu His,
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<210> 90
<211> 467
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> S0

61/77

Met @Qlu Leu Gly Leu Cys Trp Val Phe Leu Val Ala Ile

1
Val Gln Cys
Pro Gly Gly
35

Ber Ser Phe
' 50

Glu Trp Val
65

ASp Ber Vval
Ser Leu Tyr
Tyr Tyr Cys

1158

Tyr Trp Gly
130

Gly Pro Ser
145

Ser Thr Ala
Val Thr val
Phe Pro Ala

195

Val Thr Val
210

Val Asp Hism
225

Lys Tyr Gly

@ly Pro Ser

10

Glu val Gln Leu Val Glu Ser Qly Gly dly

20

Ber Leu Arg Leu BSer Cys Ala Ala Ser Gly

40 I 45

Sar Met Thx Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly

Ser Tyxr Ile
70

Lys Gly Arg
85

Leu Gln Met
loo

Ala Arg Asp
dln GQly Thr
Val Phe Pro

150

Ala Leu Gly
165

Ser Trp Asn
180

val Leu Gln
Pro 8Ser Ser

Lys Pro Ser
230

Pro Pro Cys
245

Val Fhe Leu
260

55

Ber

Phe

Ann

Leu
135

Ser

8ex

Ser

215

Asn

Pro

Phe

60

8er Arg Ber Ser Thr Ile
75

Thr Ile Ser Arg Asp Asn
S0

Ser Leu Arg Asp Olu Rsp
105

Leu Len Ala Gly Ala Thr
130 125

Val Thr Val Ser Sear Ala
140

Ala Pro Cys Ber Arg Ser
185

Leu Val Lys Asp Tyr Phe
170

Gly Ale Leu Thr Ser Gly
185

Ser Gly Leu Tyr Sexr Leu
200 205

Leu @Gly Thr Lyas Thr Tyr
220

Thr Lys Val Asp Lya Arg
235

Pro Cys Ero Ala Pro Glu
250

Pro Pro Lys Pro Lys Aep
265

Leau
Leu

30
Phe
Lyn
8er
Ala
Thx
110

Phe

Sexr

Pro
Vval
190

Bar

Yal
_Phe

270

PCT/US2004/029390

Glu
15

Val

dly

Ty
Lys
85

Ala

Phe

8Ser
Glu
175

His

Ser

Gla

Leu
255

Len

aly
Gln
Phe
Leu
Ala

a0
Asn
Val
Asp
Lys
Glu

160

Pro

val

Ser
240

Gly

Net

|35
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Tle Ber Arg

275

Glu Asp Pro
2%0

His Asn Ala

305

Arg Val val

Lys Glu Tyr

Glw Lyes Thr

355

Tyr Thr Leu
370

Leu Thr Cya

3aBs

Trp Glu Ser

Val Leu Asp

Alu

Lys

Ser

Lys

340

Ila

Pro

Asn

Ber
420

Asp Lys Ser Aryg

435

His Glu Ala
450

Pro Gly Lya

465

<210> 91

<400>

<210>

<400>

ood

<210>

<4 00>
000

21

23

Leau

Pro Glu

val Gln

Thr Lys
310

Val Leu
325

Cys Lys
Ber Lys
Pro Ser
Val Lya

3aso

aly Gln
405

Asp Gly

Trp Gln

His Asn

62/77

Vval Thr Cys Val Val val

280

Phe Asn Trp Tyr Val Asp

295

Pro

Thr

val

Ala

Gln

a7s

Gly

Ser

Glu

His
455

Arg Glu

Val Leu
Ber Asn
345

Lys Qly
360

Glu @lu

Fhe Tyr

Glu Asn
Pha Phe
435

Gly Asn
440

Tyr Thr

300

Glu Gln rhe
315

Hles Gln Rep
330

Lya Gly Leu
Gln Pro Arg
Met Thr lLys

380

Pro Ser Asp
395

Asn Tyr lys
410

Leu Tyr Ser

Val Phe Ber

Gln Lys 8er
460

Asp
285

Gly

Asn

Pro

Glu
365

Agn

Ile

Cyn
445

Leu

Val

Val

Sar

Leu

Ser

50

Pro

Gln

Ala

Leu
430

Ber

Ber

 PCT/US2004/029390

Ser QGln

iGlu val
: 320

Asn Gly
335

:aer Ile

@ln val
]

Val Ser

val @lu
400

Pro Pro
415
Thr val

Val Met

Leu Ser



<210> 54

<21l> 467
<212> PRT
<213>»

<400> 94

Homo sapiens

Met Glu Leu Gly Ieu Cys Trp Val Phe Leu Val

1
Val @ln Cys

Pro Gly Gly
35

Sex Ser Pha
50

. Glu Trp Val
' 65

ABp Ser Val

Ser Leu Tyr
Tyr Tyr Cys
115

Tyr Trp Gly
130

gly Pro
145

Ber

Ser Thr Ala

val Thr Val

Phe Pro Ala

195

val Thxy val
210

Vel Aep His
225

Glu
20

Ber
Ser
Ser
Lys
Leu
100
Ala
Gln
Val
hla
Ber
180

Val

Pro

Lys

Val Gln Len

Leu Arg Len

Met Thr Trp
55

Tyr Ile Ser
70

Gly Arg Phe
85

Gln Met Asn
Arg Asp Pro
Gly Thr Leu

135

Phe Pro Leu
.150

Leu Gly Cys
165

Trp Asn Ber
Leu Gln Ber

Ber Ser Ser
215

Pro Ber Asn
230

Val

Ser
40

Val

Ber

Thr

Ser

Leu

120

val

Ala

Leu

Gly

Ser

200

Ieu

1o

Glu Ber Gly
1

Cys Ala Ala

Arg Gln Ala
Arg Ser Ber
75

Ile Bor Arg
90

Leu Arg Asp
105

Leu Ala Gly
Thr Val Ser
Pro Cys Ser

158

Val Lys Asp
170

Ala Leu Thr
185

@ly Leu Tyx

@ly Thr Lys

Ala Ile

Gly aly

Ber Gly
45

Pro Gly
60

Ile
Asp Asn
Qlu Asp
Ala Thr
125

Ser Ala
140

Arg 8Ser

Tyr Phe

Ber Gly

Ser Leu
208

Thr Tyr
420

Thr Lys Val Asp Lys Arg

235

Leu
Leu
30

Pha

Lye
Serx
Ala
110
Phe

Bex

Pro
val
1s0
Ser

Thr

Val

Glu
15

Val

Gly

Tyx

Lys

585

Aa

Fhe

Thr

Ser

Qlu

175

His

Sar

Cys

Glu

aly

Gln

Phe

Leu
Ala

80
A8n

Val

Rsp

Glu
160

Pro

val

Asn

Ser
240

Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly

Gly Pro Ser Val Phe Len Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met-

245

250

255

139
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260 265 270

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val 8er Gln
275 280 285 -

Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Qly Val Glu val
290 295 300

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg (Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyxr
305 310 315 320

Arg Val val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
3as 330 . 33s

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys dly Leu Pro Ser Ser Ile
340 345 350

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gla Pro Arg Glu Pro Gln Val
355 360 365

Tyr Thr Leu Pro Pro Ber Gln dlu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser

370 375 3ad @

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Pha Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu
385 390 ass " 400

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro
405 ' 4110 . 415

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val
420 425 430

Asp Lys Ser Arg Trp Gln @lu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
435 440 445

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ber Leu Ser Leu Ser
450 455 460

Pro Gly Lys
465

<210> 95 | @

<400> 95
o000

<210> 96
<400> 96 v
000

<210> 97
<d11> 1413




<212> DNA
<213> Homo

<400> 57

atggagttgg
gtgoagetgg
tgtgcagect
ggaaaggggc
gactetgtga
caaatgaaca
ctagcgggag
gcctecacca
ggcacagegy
toggaactcag
ggactctact
tacatctgea
‘aAatcttgtg
ccgtecagtet
gaggteacat
tacgtggacg
agcacgtace
gagtacaagt
aaagccaaay
ctgaccaaga
gecgtagagt
ctggactccyg
cagcagggga
cagaagagece

<2310> 98
<211> 470
<212> PRT
<213> HOomo

<400> 98

papiens

ggctgagetg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggcecgatt
gcetgagaga
ctaccttett
agggcecate
ccotgggetyg
gcgecctgac
ccctcagcag
acgtgaatca
acaaaactca
tectettece
gegtggtggt
gegtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagceccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggetectt
acgtcttcte
tctoectgte

sapiens

ggttttectt
gggaggettyg
cttcagtagt
ttecatacatt
caceatctee
cgaggacacy
tgactectay
ggtetteece
cctggtcaag
cageggegtg
cgtggtgace
CAAgCCcCcage
cacatgccea
CCCANBACCC
ggacgtgage
geataatgee
cgtectecace
caacaaagec
agaaccacayg
cctgacetge
tgggcageeg
cttcectetac
atgetcegtg
tecgggtaaa

gttgctatta
gtacagcetg
tttagtatga
agtagtagaa
agagacaatg
gctgtgtatt
ggccagggaa
ctggcaceoct
gactacttce
cacacettece
gtgcccteca
aacaccaagyg
cogtgeceag
Aaggacaceco
cacgaagacc
aagacaaagc
gtectgoace
cteccageee
gtgtacacce
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctea
atgcatgagg
tag

Met Glu Leu Gly Leu Cys Trp Val Phe Leu Val

1

5

10

Val Gln Cys Glu Val Gln Leu Val Glu 8er Gly

20

25

Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
as

40

Ser Ser Phe Ber Met Thr Trp Val Arg Gln Ala

S0

Glu Trp Val Ser Tyr Ile Ser Ser Arg Ser Ber

Asp Ser Val Lys Aly Arg Phe Thr Ile Sex Avg

70

78

20

taaaaggtgt
gggggteeet
cctgggteeg
gtagtaccat
ccaagaacte
actgtgcgag
ccctggtecac
cctecaagag
cogaaccggt
cggctgtect
geagettagy
tggachagaa
cacctgaact
tcatgatcte
ctgaggtcaz
cgcgggagga
aggactgget
ccatcgagaa
tgcececcate
gettoctatec
acaagaccac

cegtggacaa
ctctgcacaa

ccagtgtgag
gagactctce
ccaggaeteca
atcctacgea
actgtatctg
agatcectctt
cgtctcetea
caccictqggy
gacggtgteg
acagtcctea
cacccagace
agttgagcae
cctggggoga
cocggacecet
gtteanctgy
gcagtacaac
gaatggecaagy
aaccatctecc
ccgggatgag
cagcgacate
gcetcecegtyg
gageaggtog
cecactacacyg

Ala Ile Leu Glu Gly

15

Gly Gly Leu Val Gln
30

Ser Gly Phe Thr FPhe

45

Pro Gly Lys Gly Leu

60

Thr Xle Ber Tyx Ala

Asp Asn Ala Lys Asn

95

Ser Leu Tyr DLeu Gln Met Asn Ser Leu Arg Asp Glu Aep Thr Ala Val
110

100

105

A

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
560
1020
1080
1140
1200
1260

1320 -

1380
1413
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TYxX

TyTr

aly
1458
Gly
val
FPhe
val
val
225

Lys

Leu

Val

val
305

S8er

Pro

Gln
385

Ala

Tyr Cys
115

Trp Gly
130

Pro Ber

?

Ala

Thr Val

195

Thr Val
210

Asn H..ls
Ser Cys
Leu Gly
Leu Met

275

Ser Hias
290

Glu Vval

Thr Tyr
Asn Gly
Pro Xla

3ss

Gln val
370

Val Ser

Ala
Gln
Val
Ala
Ser
180
val
Pro
Lyn
Asp
Gly
260
Ile

3lu

Hls

Arg

Lys
340

alu

Tyr

Leu

Arg
Gly
Phe
Leu
165
Leu
Ber

Pro

Lys
245
S_er
Asp
Asn
Val

325

alu

Ly®

Thr

Asp
Thr
Pro

150

aly

Gln
gSer
Ser

230

Ser

Aln
310

Val

Leu

Cys

aso

Val Glu Trp Glu Ser

405

Pro

Leu

135

Cys

8er

Ser

Ber

215

Asn

His

val

Thr

Glu

2855

Ser

Lys

Ila

375

Asn

120

Val

Ala

Leu

Qly

Ser
200

Thr

Pro
280

val

Val

Bex
360

Pro

val

Gly

66/77

Ala

3

Thr Val
Pro Ber

Val Lys
170

Ala Leu
185

Gly Leu
Gly Thr
Lys Val

Leu Phe
165 .

Glu val

Lys Pro

Leu Thr
330

Lys Val
345
Lys Ala

Ser Arg

Lys Gly

Gln Pro
410

Qly
Ber
Bex

155

Asp

Gln
Asp
235

Pro

Pro

Asn

Arg

315

Val

Sex

Lys

Asp

Phe
ass

Glu

Ala
Ber
140

Lys

Bex
8er
220
Lys

Cys

Trp
300
Glu
Leu
Asn

Gly

Glu
380

Asn

Thr
125
Ala
Ser
Phe

Gly

Leu

.205

Lys

val

285

Glu

Hia

Lys

@Gln

365

leu

Pro

PCTIUS2004/029390

Phe Phe
Ser Thr
Thr Ser

Pro Glu
175

Val Hie
190

Ser Ser
Ile Cys
Val Glu

Ala Pro
a55

Pro Lys
270

val 'Val

Val Rsp

Gln Tyr

Gln Asp
335

Ala Leu
3so '

Pro Arg
Thr Lys

Bax Asp

Asn Tyxr Ly»s

415

Asp
Lys
Gly

160

Pro

val

Asn

Pro

240

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

320

Pro

Qlu

Ile

400
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Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser rhe Phe Leu Tyr Ser Lys
430

420

425

Leu Thr v:; Asp Lys Ber Axrg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys
4

440

445

Ser Val Met His Qlu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu

450

455

Ser Leu Ser Pro Gly Lys
470

465

<210> 99
<400>-99
ooo

<210> 100
<400 100

<210> 101
<211> 1395
<212> DNA
<213> Homo

<400> 101

sapiens

atggagtttyg ggetgagetyg ggttttcett

gtgcagetgy
tgtgcagect
gggaagggac
gactctgtga
caaatgaaca
ggggactact
teggtettoe
tgectggtea
accagcgacg
agcgtogtga
cacaagacca
cacacatgce

ccecccasaac
gtggacgtga
gtgcataatyg
agcgtectca
tccaacaaag
cgagaaccac
agectgacct
aatgggcage
ttcttectet
tcatgcteeyg
tcteceogggta

tggagtctgg
ctggatteac
tggagtgggt
agggccgatt
gactgagage
gg9g99ccaggg
ccctggcace
aggactactt
tgcacacett
cegtgecete
gcaacaccaa
caccgtgecc

ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgtectgea
cccteccage
aggtgtacac
gcetggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgacgcatga
aatag

gggagacttg
cttocagtgac
ttcatacatt
caccatctec
cgaggacacyg
aaccctggte
ctectcecaag
ccccgaaceyg
cccggoetgte
cageagcetty
ggtggacaag
agcacctgaa

cectcatgate
cectgaggte
goccgegogay
ccaggactag
cecccatogag
cctgececea
aggcttetat
ctacaagacc
cacegtggac
ggctctgcac

gttgetatta
gteaagectg
tactatatga
agtagtagtg
agggacaacg
geccgtgtatt
acogtctect
agcacctctg
gtgacggtgt
ctacagtcet
ggcacceaga
asagttgage
ctectggggqg

teccecggacece
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tccogggatg
cocagegaca
acgcctcccg
aagagcaggt
aaccactaca

460

taaaaggtgt
gagggtccet
gctggatoeg
gtagtaccat
ccaagaactc
actgtgcgag
'cagcttecac
ggggcacagc
cgtggaactce
caggactcta
cctacatetg
ccaaatecttyg

gaccgtcagt

ctgaggteac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agctgaccaa
tegecgtogga
tgetggacte
ggcagcaggy
cgcagaagag

ccagtgtcag
gagactctece

.¢caggctceea

atactacgcs
actgtatetg
aggcctaact
caagggccoca
ggcectggge
aggcgccctg
ctceetoage
caacgtgaat
tgacaaazct
cttectette

atgcegtggtyg
cggcgtggag
cegtgtggte
gtgeaaggte
agggcagcce
gaaccaggtc
gtgggagage
cgacggctce
gaacgtctte
cctetecocetg

60

120
i80
240
3a0
1)
420
480
540
500
660
720
780

840

200

960

1020
lo80
1140
1200
1260
1320
1380
1395
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<210> 102
<211> 464
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 102
Met Olu Phe Gly Leu Ser Trp Val

1

val
¥ro
S8er
Glu

65

Asp

Ser

Ser
Asn
235

His

Val

Gln Cye Gln
20

Gly Gly Ser
as

Asp Tyr TyT

50
Trp Val Ber
Ber Val Lya
Leu Tyr Leu
100

Tyr Cys Ala
115

Vval Thr Val
130

Ala Pro Ber
Leu Val Lys
dly Ala Leu

180

Ser 4Qly Leu
195

Leu Gly Thr
210
Thr Lys Val

Thr Cys Pxo

Fhe Leaun Phe

val Gln

Leu Arg

Met Ber
Tyr Ile

70

aly Arg
B5

Gln Met

Arg Gly

Bar Ser

Ser Lya
150

Asp Tyr
185

Thr Ser

Tyxr Ber

Gln Thr
Asp Lye
230

Pro Cys
245

Pro Pro

Leu

Leu

Ser

Phe

Asn

Ala

135

Ser

Phe

Gly

Leu

215

Lys

Pro

Lys

Val

Ber

40

Ile

Ser

Thr

Ber

120

Ser

Thr

Val

Ber

Ile

Val

Ala

Pro

68/17

Phe

Glu
25

Cys

Ber
Ile
Leu

105

Gly

8Serxr
QAlu
His

185

Ser

Glu

Pro

Lys

Leu Val
10

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

Gly Ser
75

Ser Arg
20

Arg Ala
Asp Tyxr
Lys Gly
Gly Gly

155

Pro Val
170

Thr Phe
val val

Asn Val

Pro Lys
235

Glu Leu

250

Asp Thr

Ala Ile
Gly Gly

Ser Gly
45

Pro Gly
60

Thr Ile

AsSp Asn

‘Glu Asp

Trp Gly
115

Pro Ser
140

Thr Ala
Thr Val
Pro Ala
Thr Val

205
Asn His
220
Ser Cys

Leu @1y

Leau Met

Ile

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Ala

PCT/US2004/079390

Lys Gly
15

'Val'Lys
.Thr Phe
Gly Leu
Tyx Ala

Lys Asn
95

Thr Ala Val

110

Gln

Val

Ala

Ber

val

130

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

Gly Thr
Phe Pro
Leu Gly

160

‘Trp Asn
175

Leu Gln

‘Sar Ber

Pro 8er

Lys Thr
240

Pro Ser
‘355

Ser Arg



Thr Pro
Qlu Val
290

Lys Thr
305

Ser val

Lys Cya

260

Glu Val Thr Cys Val Val

275

280

Lya Phe Asn Trp Tyr Val

Lys Pro Arg
Leu Thr Val
325

Lys Val Ser
40

adlu
310

Leu

ABD

295

Qlu

Hinm

Lys

Gln

adln

Ala

265

Val Asp Val
Asp Gly Val
Tyr Asn Ser

315

Asp Trp Leu
330

Leu Pro Ala
345

270

Ser His Qlu
285

Glu val Hip
300

Thr Tyr Arg

Asn Gly Lys

Pro Ile @lu
aso

Asp Pro

Asn Ala

Val Vval
320

Glu Tyr
335

Lys Thr

Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro @ln Val Tyr Thr Leu
355 3&5

Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Qln Val Ser Leu Thr Cys
y e 375 aso

Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser
kY.L 390 395 400

Asn Bly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
405 410 418

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lya Leu Thr Val Asp Lys Ser
420 425 430

Arg Trp Gln Gln Gly Asa Val Pl;e Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
435 440 445

Len His Asn Bie Tyr Thr Gln Lys Ber Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
* 450 455 460

<210> 103
<211> 107
<212> PRT
<313> Homo saplens

«<400> 103
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ber Pro Ser Ber Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ber Ser Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 . 4%
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Tyr Ala Ala Ser Sex Leu Gln Ser

50

Ser Gly Ser Gly Thx Asp Phe Thr'

65
@lu Asp Phe Ala

Thxr Phe Gly Pro
100

<210>-104
<211> 120
<212> PRT

55

70

Thr Tyr Tyr Cys
B85

@ly Thr Lys Val

<213> Homo sapiens

<400> 104
Glu val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Ala Met Ser Trp
as

Ser Ala Ile Ser
50

Lys Gly Arg Phe
65

Leu Gln Met Asn
Ala Lys Tyr Ser

100
Thr Leu Val Thr

115

<210> 105
<211> 119
<212> PRT

Leu Glu Ser Gly
5

Ser ch. Ala Ala
Val Arg Gln Ala
40
Gly Ber Gly Qly
55
Thr Ile Ser Arg
70

Ser lLen Arg Ala
B8S

Gly Ber Tyr Tyr

Val Ser Ser Alm
120

<213> Homo saplena

<400> 105

/77

PCT/US2004/029390

Gly Val Pro Sexr Arg Phe Sexr Gly

Leu Thr Ile Sexr Ser Leu Gln Pro

75

Gln Gln Ser
90

Asp Ile Lys
105

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe
25

Pro Gly Lys

Ser Thr Tyr

Asp Asn Ser
75

Glu RAsp Thr
90

80

Tyr Ser Thr Pro Phe

Val Gln Fro Gly GQly

15

Thr Phe Ser Ser Tyx

30

Gly Teu Glu Trp Val

Tyx Ala Asp Ser val

Lys Asn Thr Leu Tyx

ao

‘Ala val Tyr Tyx Cys
85

Tyr FPhe Asp Tyx Trp Gly Gln Gly

145

Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Lau

1

10

110

Val Glo Pro Gly Gly

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr

20

25

o

.



Trp Met Ser Trp Val
as

Ala Asn Ile Lys Gln
50

A

Lys dly Arg Fhe Thr
65

Leu Gln Met Ser Leu
a5

Arg Gly Ile Ala Ala
100

Leu Val Thr Val Ser
118

<210> 106
<211l> 117
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 106
Gln Val Gln Leu Val
1 -]

Ser Leu Arg Leu Ser
20

Tyr Met Ber Trp Ile
as

Ser Tyr Ile EBer Ser
50

Lys Gly Arg Phe Thr
65

Leu Gln Met Asn Ber
B85

Ala Arg Ala Leu Gly
1080

Thr Val SBer Ser Ala
115

<210> 107
<311> 107
<212> PRT
<213> Homo saplens

<400> 107

nm

Arg Gln Ala Pro
40

Asp Gly Ser Glu
55

Ile Ber Arg Asp
70

Axg aAla Glu Asp
Ala Gly Tyr Phe
1058

Ser Ala

Glu Ber Qly Gly
Cys Ala Ala Ser
as

Arg Gln Ala Pro
40

Ser Qly 8Ser Thr
55

Ile Ser Arg Asp
70

Leu Arg Ala dlu

Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

Lys Tyr Tyr Val Asp Ber Val

60

45

——

,
128

PCT/US2004/029390

A=sn Ala Lys Asn Ser Leu Tyx

78

80

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala

80

85

Asp Tyr Trp G8ly Gln Qly Thr

110

Gly Leu Val Lye Pro Gly GQly

10

15

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr

30

Gly Lys Qly Leu Glu Trp Val

45

Ile Tyr Tyr Ala Asdp Ser Val

&0

Asn Ala Lye Asn Ser Leu Tyx

75

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

90

Gly Met Rap Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val

105

110
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Glu Ile Val Met
1

Glu Arg Ala Thr
20

Leu Als Trp Tyx
as

Tyr Gly Ala Ser
50

Ser @ly Ser Gly
65

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Pxo
100

<210> 108
<211> 115
<212> PRT

TUT?

Thr Gln Ser Pro Ala

S

Leu

@ln

Thr

Thr

val

Gly

<213> Homo saplens

<400>-108
Gln Val Gln Len
1

Ser Leu Arg Leu

Tyr Met Ser Trp
a5

Ser Tyr Iles Ser
50

Lys Gly Arg Phe
(1]
Leu Gln Mat Asn
Ala Arg Leu Thr
100
Ser Ser Ala

115

<210> 108
<211> 108
<212> PRT

Val

8er

Ile

Ser

Thr

Ber
BS

Ser Cys Arg hla

as

Gln Lys Pro Gly
40

Arg Ala Thr Gly
55

Glu Phe Thr Leu
70

Tyr Tyr Cya Glo

Thr Lys Val Asp
105

Glu Ber Gly- aly
Cys Ala Ala Ser
25

Arg Gln Ala Pro
40

Ser Gly Ser Thr
1.3

Ile Ser Arg Asp
70

Leu Arg Ala Glu

Gly Asp Tyxr Trp Q@ly

105

Thr Leu Ser
Ber Gln Ber
Qln Ala Pro
Ile Pro Ala

60

Thr Ile Ser
75

@ln Tyr Asn
20

Ils Lys

Gly Leu Val
10

Qdly Phe Thr
Gly Lys Gly
Ile Tyr Tyr

Asn Ala Lys
75

Asp Thr Ala
S0

Gln Gly Thr

Val

Val

Arg
45
Arg

Ser

Asn

Lya

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Leu

PCT/USI004/029330

8S8er Pro Gly
15

Ber 8er Asn
30

Leu Leu Ile
Phe Ber Gly
Leu Gln Ser

80

Trp Pro Phe
- 1

Pro Gly Gly
15

Ser Amp Tyr
30

Glu Trp Val
Asp Ser Val

S8er Leu Tyr

80

Tyr Tyr Cys
85

Val Thr val
110

-



<3213»> Homo sapiens

<400> 109
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ber Pro
1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
as 40

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu 3ln Ser
50 ‘ 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 70

@lu Asp Phe Ala Thr Tyx Tyr Cys
85

Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Val
100

<210> 110
<211> 117
<212>» PRT
«213> Homo saplens

<400> 110
8ln Val Gln Leu Val Glu Ber Gly
1 5

Ber Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Qly Met His Trp Val Arg Gln Ala
as 40
Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Serxr
50 55

Lys Gly Arg Phe Thx Ile Ser Arg
65 70

Ieu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85 ’

Ala Arg Gly Tyr Ser Tyr Phe Asp
100

Thr Val Sar Ser Ala
115

PCT/US2004029390

73477

Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly
10 15

Ala Ser Gln Gly Ile 3er Ser Trp
25 30

Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
45 .

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Len Thr Ile Ser Sear Leu Gln Pro
75 80

Gln d@ln Ala Asn Ser Phe Pro Phe
a0 95

Asp Ile Lys Arg
105

Gly Gly val Val Gln Pro Gly Arg
10 15

Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
25 30

Pro Gly Lys Gly Leu Qlu Trp Val
45

Asn Lys Tyr Tyxr Ala Asp Ser Val
60

Aap Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyx
15 a0

Glu Asp Thr Ala Val Tyx Tyr Cys
S0 95

Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
105 110

124
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<210> 111
<211> 118
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 111

i

Gln val Gln Leu Val Gln Ser Gly Aia Glu Val Lys Lys Pro

) 5

10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lyd Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr

20

Gly Ile Ser Trp Val
35

Gly Trp Ile Ser Ala
50

@ln Gly Arg Val Thr
65

Met Glu Leu Arg Ber
85

Ala Asp TyT Gly Gly
100

val Thr Val Ser Ber
115

<210> 112
<211> 114
<212> PRT
<2113> Homo saplens

<400> 112
Agp Ile Val Met Thr
1 5

Glu Arg Ala Thr Ile
20

Ser Asn Asn Lys Asn
35

Pro Pro Lys Leu Leu
50

Pro Asp Arg Fhe Ber
65

Ile Ser Ser Lsu Gln
B85

Tyr Tyr Ser Thr Pro

25

ao

Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu

40

45

Tyr Asn dly Aan Thy Asn Tyr Ala Gln

55

a0

Met Thr Thr Asp Thr Sexr Thr Ser Thr

70

75

leu Arg Ber Asp Asp Thr Ala Val Tyr

50

Asn Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly

Ala

105

110

@ln Ber Pro Asp Ser Leu Ala Val Ber

10

Asn Cys Lys Ber Ber Gln Ser Val Leu

25

30

Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
40

45

Ile Tyr Trzp Ala Sexr Thr Arg Glu Ber

55

Qly Ser @ly Ser Oly Thxr Asp Phe Thr

70

75

Ala Qlu Asp Val Ala Val Tyr Tyr Cys

90

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val

PCT/US2004/29390

aly ala
15

Ser Tyr
Trp Met

Lys Leu

Ala Tyr
1)

Tyr Cys
95

Thr Leu

Leu Gly
15

Tyr Ser
Gly Gln
Gly Vval

Leu Thr
80

Gln Gln
9s

Glu Ile,

.
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577

Lys Arg

<210> 113
<211> 116
<212> PRT
<213> Homo papiens

<400> 113

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Glan Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Sexr Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ber Ser Tyr
20 25 ao

Ser Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
as 40 ’ 45

Ser Tyr Ile Ber Ser Ser Ber Ser Thr Ile Tyxr Tyr Ala Asp Ser Val

50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 ) 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Asp Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
as g0 55
Ala Arg Ile Val dly Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100 105 110
Val far Ser Ala
115

<210> 114

<21l> 109

<212> PRT

«<213> Homo sapiens

<4005 114
Qlu Ile Val Leu Thr Gla SBer Pro dly Thr Leu Ber Leu Sexr Pro Gly
1 . 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Sar
20 25 k1)

Tyr Lau Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly Ile Pro Asp Arg Fhe Ber
S0 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ber Arg Leu Glu-

A
|40
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PCT/US2004/029390

61T

€5 70

Pro Glu Asp Fhe Ala Val Tyr Tyr Cys
B85

Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100 105

<210> 115
<21ll> 114
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 115
Gln Val Gln Leu Val Olu Ser Gly Gly
1 5

Ser Leu Arg Ieu Ser Cys Ala Ala Ser
20 a5

Tyr Met Ser Trp Ile Arg GIn Ala Pro
a5 40

Ber Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Sar Thr
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Sex Arg Asp
65 - 70

Leu @Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
- 85 .

Ala Tle Gly Met Asp Val Trp Gly Gln
100 . 105

Ser Ala

<210> 116
<211> 115
«212> PRT
<213> Homo sapiens

<4004> 116

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 a5

Tyr Met SBer Trp Ile Arg Gln Ala Pro
35 40

Ber Tyr lIle Ser Ser Ber Gly Ber Thr
50 55

75 a0

@ln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
90 9%

Glu Ile Lys Arg

Gly Len Val Lye Pro Qly Gly
10 15

Gly Phe Thr Phe Ber Asp Tyr
3o

Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
45

Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
60

Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
75 a0

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
90 95

Gly Thr Thr Val Thr Val Ser
110

Gly Leu Val Lye Pro Gly Gly
10 158

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
ap

dly Lys Gly Leu Glu Txp Val
45

Ile Tyr Tyxr Ala Asp Ser val
60

-

[
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™

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Sexr Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 758 BO

Leu Gln Met RAsn Ber Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyx Cys
85 90 95

Ala Arg Leu Thr Gly Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
100 1056 110

ser Ser Ala
115

<210> 117
<211> 108
<212> PRT
<2135 Homo sapiens

<400> 117 .
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Sexr Val Ser Ala Ser Vel Qly
1 s 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln @ly Ile Ser Ser Trp
20 25 0

Ieu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lya Leu Leu Ile
3s 40 45

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ber GQly Val Pro SBer Arg Phe Ser Qdly
50 55 60

Ber dly Ser Gly Thr Asp Phs Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 ' 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ala Asn Ser Phe Pro Leu
85 50 95

Thr Phe Gly @ly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
100 105



ANTICUERPOS DIRIGIDOS A M-CSF

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
[0001] El factor de estimulacién de colonias de macréfagos (M-CSF) es un
miembro de la familia de proteinas s la cual se hace referencia como factores de
estimulacién de colonias (CSFs). El M-CSF es una glicoproteina segregada o de
1a superficie celular que comprende dos subunidades que estin unidss mediante
une ligadura de disulfuro con una mass molecular total que varia desde 40 & 90 kD
((Stanley E.R., et al., Mol. Reprod. Dev., 46:4-10 (1997)). Similarmente a otros
CSFs, ¢l M-CSF es producido por macréfagos, monocitos y células del tejido
conectivo humano, tales como condrocitos y fibroblastos sinoviales, en respuesta 3
proteinas tales como la interleucina-1 o el fuctor de necrosis tumoral alfa. El M-
CSF estimula la formacién de colonias de macrbfagos a partir de células madre
progenitoras hematopoyéticas pluripotentes (Stanley B.R., et al., Mol. Reprod.
Dev., 46:4-10 (1997)). '
[0002] El M-CSF ec liga tipicamente a su receptor, c-fms, con el fin de gjercer un
efecto bioldgico. o-fms contiene cinco dominios Ig extracelulares, un dominio do
transmembrana y un dominio intracelulsr con dos dominios quinasa, En caso de
ligarse M-CSF a o-fins, el receptor homo-dimeriza ¢ inicia una cascada de rutas de
tranaduccién de scfiales, incluyendo las rutas JAK/STAT, PI3K y ERK
[0003] EIM-CSF es un regulador importante de la funcién, activacién y
supervivencia de monocitos/macréfagos. Un mimero de modelos animales
confirmaron el rol de M-CSF ca varias enfermedades, incluyendo artritis
reumatoide (RA) y céncer. Loe macréfagos comprenden células efectoras clave en
RA. Se mostrs que el grado de infiltracién de In ginovial por macréfagos en RA
csid estrechamente correlacionado con el grado de destruccién articular
subyacente. El M-CSF, producido endégenamente en la articulacién reumatoide
por monocitos/macréfagos, fibroblastos y célnlas endoteliales, actiia sobre células
del tipo monocito/macréfago para promover su supervivencia y diferenciacién en
osteoclastos que destruyen huesos, y aumnenta funciones celulares pro-inflamatorias
tales como citotoxicidad, produccién de superdxidos, 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 patolopia aumentada (Abd, A.H., et al., Lymphoking
Cytokine Res. 10:43-50 (1991)). Similarmente, imyecciones subcutineas de M-CSF
en un modelo murino de artritis inducida por coligeno (collagen-induced arthritis =
CIA), que es un modelo pars RA, resulta en nna exacerbacién significativa de los
sintomas patolégicos de RA (Campbell LK., et al., J. Leuk. Biol. 68:144-150
(2000)). Ademds, ratones MRL/Ipr que son altamente susceptibles a RA y otras
enferredades autoinmunes tienen elevadas concentraciones basales de M-CSF en
el suero (Yui MLA., et al., Am. J. Pathol, 139:255-261 (1991)). El requerimiento de
M-CSF enddgeno para mantener la CIA s¢ demostré por una reduccién
significativa de la severidad de la enfermedad establecida mediante un anticuerpo
monoclonal de ratén que neutraliza M-CSF (Campbell LK., ef al., J. Leuk. Biol.
68:144-150 (2000)).

{0004] Con respecto a céncer, la inhibicién de factores de estimulacién de
colonias mediante oligonucledtidos antisentido suprime ¢l crecimiento de
xenoinjertos de tumores embriénicos y del colon ¢n ratones mediante 1a
desaceleracién de la destruccién de la matriz extracelular (ECM) mextiada por
macréfagos (Seyedhogsein, A., ef al, Cancer Research, 62:5317-5324 (2002)).
[0005] La ligadura de M-CSF a c<fins y 1a activacidn subsecuents de
monocitot/macrdfagos es importante en un niimero de estados patolégicos.
Ademis de RA y céncer, los otros ejemplos de estados patoldgicos relacionados
con M-CSF incluyen osteoporosis, artritis destructiva, aterogénesis,
glomerulonefritis, enfermedad de Kawasaki ¢ infeccién con HIV-1, estados
patolégicos en los cuales monocitos/macréfagos y tipoa de céluls relacionados
juegan un rol. Por ejemplo, osteoclastos son similares a macréfagos y son
regulados parcialmente por M-CSF. Lan sefiales de crecimiento y diferenciacién
inducidas por M-CSF en las etapas iniciales de la maduracién de osteoclastos son
csenciales pars la actividad osteoclistica subsecuente en huesos.

(0006] La pérdida dsca mediada por osteoclastos, tanto en Ia forma de erosiones
focales de los huesos como asl también en la forma de ocsteoporosis juxta-articular
mis difusa, es un problema mayor no resuclto en'RA. Las consccuencins de estas
pérdidas éscas incluyen deformaciones de las articulaciones, discapacidad
funcional, riesgo aumentado de fracturas de hucsos y mortalidad aumentada. Bl M-

14>



CSF es exclusivamente esencial para Ia osteociastogénesis, y el bloqueo
experimental de esta citoquina en nl:odelm animales de artritis anula exitosamente
la destruccidn de las articulaciones. Se conocen rutas destructivas simnilares para
operar en otras formas de artritis destructiva tales como artritis psoridtica, y
podrian representar rutas apropiadas para una intervencién similar,

[0007] La pérdida dsca postmenopiusica resulta de una remodelacién defectuosa
de o3 huesos debida a un desacoplamiento de la formaci6n de los huesos de Ia
resorcidn dsea exuberante mediada par osteoclastos como consecuencia de una
deficiencia de estrégeno. Se mostrd en mtones, que la neutralizacién in-vivo de M-
CSF usando un anticuerpo bloqueante previene completemente el aumento del
nimero de osteoclastos, el aumento de Ia resorcién dsea y la pérdida dsea
resultente inducida por ovariectomia.

[0008] Variss lineas de evidencia sefialan que M-CSF juega un rol central en
aterogéncsis y en hiperplasia intimal proliferativa después de un trauma mecénico
a la pared arterial. S¢ mostrd que todos los tipos celulares de importancia en
lesiones ateroaclerdticas expressn M-CSF, y que estas lesiones todavia aumentan
por la exposicién a lipoprotelna oxidada. Bl bloqueo de la sefializacidn por M-CSF
mediante un anticuerpo c-fins nentralizante reduce la acumulacién de células
eapuma derivadas de macréfegos en la rafz abirtica de ratones con deficiencia de
apolipoprotefna E mantenidos con una dieta elevada en grasas.

[0009] Tanto en la glomerulonefritis humana como en la experimental, se
encontrd que la expresién de M-CSF glamerular estd co-localizada con Ia
acurnulacidn, activacién y proliferacién local de macréfagos, y esté correlacionada
con ¢l grado de dafio glomerular y proteinuria. El bloqueo de 1a sefializacién por
M-CSF mediante un anticuerpo dirigido contra su receptor o-fms disminuye
gignificativamente la acumulacién local de macréfagos en ratones durante Ja
respuceta inflamatoria renal inducida por obstruccidn urétrics unilateral
experimental.

[0010] La enfermedad de Kawasaki (KD) es una vasculitis pedidtrica, febril,
aguda de cuusa desconocida. Bs ruy commin y complicaciones serias implican la
vasculatura coronaria en la forma de dilatacidn aneurismal. Los niveles de M-CSF
en suero 3¢ elevan significativamente en la fase aguda de la enfermedad de
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Kawasaki, y se normalizan después del tratamiento con innmmoglobulina
intravenosa. La artritis de célula gigante (GCA) es una vasculopatia inflamatoria
que ocurre principalmente en personas de avanzada edad en las cuales células T y
macréfagos infiltran las paredes de arterias medianas y grandes conduciendo a
consecuencias clinices que inclayen ceguers y accidente cerebrovescular debido s
la oclusién arterial, La implicacién activa de macréfagos en GCA se evidencia por
In presencia de elevados niveles de mediadores inflamatorios derivados de
macréfagos dentro de las lesiones vasculares.
[0011] Se informé que M-CSF hace los macréfagos derivados de monocitos més
susceptibles a la infeccién con HIV-1 in vitro. En um estudio reciente, ¢l M-CSF
aumentd 1a frecuencia con la cual se infectaron macrdfagos 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 deaeable un método
para iphibir M-CSF.
[0013] Existe una necesidad critica para anticuerpos anti-M-CSF terapéuticos.
SUMEN DE LA N
|0014] La presente invencién provee anticuerpos humanos aislados o porciones
que ligan antigeno de los mismos que lipan especificamente M-CSF humaro y
actian como un antagonista de M-CSF y composiciones que comprenden dicho
anticuerpo o porcién. _
[0015) La invencién también provee composiciones que comprenden un
anticoerpo anti-M-CSF, Ia cadena pesada y/o liviana, las regiones variables o las
porciones que fligan antigeno del mismo, o moléculas de dcido nucleico que
codifican un anticuerpo, cadens de anticuerpo o regién variable del mismo y un
excipiente farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, las
composiciones pueden comprender ademis otro components, tal como un agente
terapéutico o un agente diagndstico. La invencién también provee métodos
diagndsticos y terapéuticos. En ciertas realizaciones, las composiciones se usan en
una cantidad terapéuticamente efectiva necegaria para tratar o prevenir una
enfermedad o condicién particular.
[0016) La invencidn también provee métodos para tratar o prevenir una variedad
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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 que liga antigeno del mismo, dcidos nucleicos que codifican dicho
anticuerpo, o cadenas pesadas y/o livianas, Ias regiones variables o porciones que
ligan antigeno del mismo.
[0017] La invencién provee lineas celulares aisladas, tales como hibridomas, que
producen anticuerpos anti-M-CSF o porciones que ligan aptigeno de los mismos,
[0018] La invencién también provee moléculas de dcido nucleico que codifican
las cadenas pesadas y/o livianas de anticuerpos anti-M-CSF, las regiones verisbles
de los mismos o porciones que liga_n antigeno de los mismos,
[0019] La invencién provee vectores y céluias hospedantes que comprenden las
moléculas de dcido nucleico, como as{ también métodos para producir
recombinantemente los polipéptidos codificados por las moléculas de deido
nucleico.
[0020] También se proveen animales o plantas transgénicos no lmmanos que
eupresan ias cadenns peaadas y/o livianas, o porciones que ligan antigeno de las
mismas, de anticnerpos anti-M-CSF.

B DESCR DIBUJ
[0021] Las Figuras 1A ¥ 1B son grificos que ilustran que los anticuerpos anti-M-
CSF resultaron en yna disminucitn 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 luz usando un sistema Cell
Dyn de Abbott Diagnostics Inc. Los conteos de monocitos s monitorearon desde
las 24 horas hasta las 3 semanas después de la administracién de vehiculo o del
anticuerpo 8.10.3 en una dosis de 0; 0,1; 1 6 5 mg/kg en un volumen de dosis de
3,79 mL/kg durante un periodo de aproximadamente 5 minutos.
[0022] La Figura 1A se refiere a monos macho.
[0023] La Figura 1B se reficre & monos hembra.
[0024) Las Figuras 2A y 2B son gréficos que ilustran que un tratamiento anti-M-
CSF resultd en una reduccién del porcentaje de monocitos CD14+CD16+ en
monos macho y hembra. Loa conteos de monocitos ac monitorearon los dias 0-21



después de la administracidn de vehiculo o del anticuerpo 8.10.3 en una dosis de 0;
0,1; 1 6 5 mg/kg en un volumen de dosis de 3,79 mL/kg durante un perfodo de
aproximadamente 5 minutos. Los dias 1, 3, 7, 14 y 21 despuéa de la inyeccidn de
8.10.3, se determind pars cads mono ensayado ¢! porcentaje de monocitos dentro
de{ subconjunto CD14+CD16+ después de cada extraccién de sangre.

[0025] La Figurs 2A se refiere a monos macho.

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

[0027] Las Figuras 3A y 3B son grificos que jlustran que un tratamiento anti-M-
CSF resulté en una disminucién del cambio porcentual de monocitos totales con
todas 1as dosis del anticuerpo 8.10.3F y anticuerpo 9.14.41 en comparacién con los
niveles de monocitos del pre-ensayo.

[0028] La Figura 3A muesira datos recolectados de experimentos usando el
anticuerpo 8.10,3F.

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

[0030] LaFigura 4 es una alineacién de secuencias de las secuencias de
aminodcidos previstas de las regiones variables de cadena liviana y pesada de
veintiseis anticuerpos anti-M-CSF en comparscién con las secuencias de
aminodcidos de la linea germinal de los genes de la regién variable
correspondiente. Las diferencias entre las secuencias del anticuerpo y las
secuencias del gen de l1a linea germinal se indican mediante letra negrita. Lineas de
trazoa indican ausencia de cambio con respecto a 1a linea germinal, Las secuencias
subrayadas en cada alineacidn representan, de izquierda a derccha, las secuencias
FR1, CDRI, FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4.

[0031] La Figura 4A muestra una alincacién de Ia sccuencia de aminodcidos
prevista de la regién variable de cadena liviana para el anticuerpo 252 (reaiduos
21-127 de SEQ ID NO: 4) con Ia secuencia V012, J,3 de 1a linea germinal (SEQ
ID NO: 103).

[0032] La Figura 4B muesira una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de 1a regidn varisble de cadena liviana para el anticuerpo 88 (residuos 21-
127 de SEQ ID NO: 8) con la accuencia V012, J3 de Ia linea germinal (SEQ ID
NO: 103). ‘
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[0033] La Pigurs 4C muestra una alineacién de 1a sccuencia de aminodcidos
prevista de la regidén varisble de cadens liviana para el anticuerpo 100 (residuos
21-127 de SEQ ID NO: 12) con la secuencia VL2, J,3 de Ia linea germinal (SEQ
ID NO: 107). . '
[0034] La Figurs 4D muestra una alineacién de la secuencia de aminodcidos

_ prevista de la regién variable de cadens liviana para el anticuerpo 3.8.3 (residuos
23-130 de SEQ ID NO: 16) con la secuencia VLS, J,3 de la linea germinal (SEQ
ID NO: 109). .
{0035] La Rigurs 4E mueatrs una alineacién de Ia secuencis de aminodcidos
prevista de la regién varisble de cadens liviana para el anticuerpo 2.7.3 (residuos
23-130 de SEQ ID NO: 20) con la secuencia VL5, I.4 de la linea germinal (SEQ
ID NQ: 117). _
[0036) La Figurs 4F mucstra una alineacién de la secuencia de aminodcidos
previsia de la region varisbie de cadena liviana para el anticuerpo 1,120.1 (residuos
21-134 de SBQ ID NO: 24) con la secuencia VB3, J.1 de la linea germinal (SEQ
1D NO: 112).
(0037} La Figura 4G mucatra una alincacién de 1a secuencia de aminodcidos
prevista de la regién variable do cadena pesada para el anticuerpo 252 (residuos
20-136 de SEQ ID NO: 2) con 1a secuencia Vy3-11, Dy7-27 Jy6 de Ia linea
germinal (SEQ ID NO: 106).
[0038] La Figura 4H muestra una alineacidn 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 secuencis Vy3-7, Dy6-13, Jy4 de la linea germinal
(SEQ ID NO: 105).
j0039] La Figurs 41 muestra Ia alineacién de la secuencia de aminoécidos
prevista de 1a regién variable de cadena pesada para el anticuerpo 100 (residuos
20-141 de SEQ ID NO: 10) con la secuzmcia Vy3-23, Dyl-26, 51 de 1a linea
germinal (SEQ ID NO: 104).
[0040] L= Figurs 4] muestra una alineacidn de la secuencia de aminodcidos
prevista de 1a regién variable de cadena pesada pera el anticuerpo 3.8.3 (residuos
20-135 de SEQ ID NO: 14) con la Islscuem:in Vi3-11, Dy7-27, Jyd de la linea
germinat (SEQ ID NO: 108).
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[0041] La Figura 4K muestra una alineacién de ia secuencia de aminodcidos
prevista de 1a regién variable de cadena pesada para el anticuerpo 2.7.3 (residuos
20-137 de SEQ ID NO: 18) con Ia secuencia Vy3-33, Dy1-26, Jiy4 de la linea
germinal (SEQ ID NO: 110).

[0042] La Figurs 4L muestra una alineacién 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 Vi1-18, Dyd4-23, Iyt de Ia lfnea
germinal (SEQ ID NO: 111).

[0043] La Figura 4M muestra una alineacién de 12 secuencia de aminoécidos
prevista de la regién variable de cadena liviana para el anticuerpo 8.10.3 (residuos
21-129 de SEQ ID NO: 44) con la secuencia V, A27, I .4 de la linea germinal (SEQ
D NO: 114).

(0044] La Figura 4N muestra una alineacién de Ia secuencia de aminodcidos
prevista de Iz regién variable de cadena pesada paru el anticuerpo 8.10.3 (residuos
20-141 de SEQ ID NO: 30) con la secuencia Vy3-48, Dy1-26, Ji4b de la linea
germinal (SEQ ID NO; 113).

{00645] La Figura 40 muesira una alincacién de la secuencia de aminoicidos
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 V012, J,3 de la linea germinal (SEQ
ID NO: 103).

(0046] 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: 3B) con la secuencia Vy3-11, Dy7-27, Judb de la linea
germinal (SEQ ID NO: 116).

[0047] Le Figura 4Q muesira una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de la regién varizble de cadena liviana para el anticuerpo 9.7.2 (residuos
23-130 de SEQ ID NO: 48) con la secuencia V012, 1,3 de la lines germinal (SEQ
ID NO: 103).

[0048] La Figura 4R muestra una alineacién de Ia secuencia de aminodcidos
prevista de la regidn varinble de cadena pesada para el anticuerpo 9.7.2 (residucs
20-136 de SEQ ID NO: 46) con la secuencia Vi3-11, Du6-13, Jiy6b de la livea
germinal (SEQ ID NO: 115).
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[0049] La Figura 45 muestra una alineacidn de 1a secuencia de aminodcidos
prevista de la regién variable de cadena livians para el anticuerpo 9.14.4] (residuos
23-130 de SEQ ID NO: 28) con la secuencia V012 J,3 de la linea germinal (SEQ
ID NO: 103).

{0050] La Figura 4T muestra una alineacién de Ia secuencia de aminoécidos
prevista de la regién varisble de cadena pesada pars ¢l anticuerpo 9.14.41 (residuos
20-135 de SEQ ID NO: 26) can la secuencia Vy3-11, Dy7-27, Jydb de 1a linea
germinal (SEQ ID NO: 116).

[0051] La Figura 4U muestra una elineacién de la secuencia de aminoécidos
prevista de 1a regién variable de cadena liviana pary el anticuerpo 8.10.3F
{residuos 21-129 de SEQ ID NO: 32) con la secuencia ViA27, Jo4 de la linea
germinal (SEQ ID NO: 114),

j0052) La Figura 4V muestra una alincacién de la sccuencia de aminodcidos
prevista de 1a regito variable de cadena pesada para el anticuerpa 8.10.3F
(residuos 20-141 de SEQ ID NO: 30) con la secuencia Vy3-48, Dy1-26, Jidb de Ia
linea germinal (SEQ ID NO: 113).

[0053] La Figura 4W muesira una alineacién de la secuencia de aminoécidos
previeta de la regién variable de cadena livians para el anlicuerpo 9.7.21F (residuos
23-130 de SEQ ID NO: 36) con la secuencia V,012, 1,3 de 1a linea germinal (SEQ
ID NO: 103).

[0054] La Figura 4X muesira una alineacién de la secuencia de aminodcidos
previsia de 1 regién variable de cadena pesada pam el anticuerpo 9.7.21F (residuos
20-136 de SEQ 1D NO: 34) con Is secruiencia Vp3-11, Dy6-13, Jy6b de 1a linea
germinal (SEQ ID NO: 115),

{0055} La Figura 4Y muestra una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de la regitn variable de cadena liviana para el anticuerpo 9.7.2C-Ser
(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 52) con Ia secuencia V012, J,3 de la linea
germipal (SEQ 1D NO: 103).

[0056] La Figura 4Z muestra una alineacién de la secuencia de aminoédcidos
prevista de Ia regién variable de cadena pesads pars ¢l anticuerpo 9.7.2C-Ser
(residuos 20-136 de SEQ ID NO: 50) con la accuencia Vy3-11, Dy6-13, Ju6b de la
linea germinal (SEQ ID NO: 115).
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[0057] La Figura 4AA mueatra una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de la regitn variable de cadena liviana para el anticucrpo 9.14.4C-Ser
(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 56) con la secuencia V012, J3 de Ia linea
germinal (SEQ ID NO: 103).

[0058] La Figura 4BB mucstra una alineacién de la secuencia de aminoécidos
prevista de ]a regién variable de cadena pesada pars el anticuerpo 9.14.4C-Ser
(residuos 20-135 de SEQ ID NO: 54) con la secuencia Vy3-11, Du7-27, Jydb de Ia
linea germinal (SEQ ID NO: 116).

[0059) La Figura ACC muestra una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de la region varisble de cadena liviana para el anticuerpo 8.10.3C-Ser
(residuos 21-129 de SEQ ID NO: 60) con la secuencia V,A27, 4 de I linea
germingl (SEQ ID NO: 114),

[0060] La Figura 4DD muestra una alineacién de Ia secuencia de aminodcidos
prevista de la regién variable de cadena pesada para el anticuerpo 8.10.3C-Ser
(residuos 20-141 de SEQ ID NO: 58) con la secuencia Vi3-48, Dy1-26, Jydb de la
linea germinal (SEQ ID NO: 113).

[0061) La Figura 4EE muestra une alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de la regitn variable de cadena liviana para el anticnerpo 8.10.3-CG2
(residuos 21-129 de SEQ 1D NO: 60) con 1a secuencia V,A27, J 4 de la linca
germinal (SEQ ID NO: 114).

[0062] La Figura 4FF muestra una alineacién de la secuencia de aminodcidoa
prevista de la regidn variable de cadena pesadn para el anticuerpo 8.10.3-CG2
(residuos 20-141 de SEQ ID NO: 62) con la secuencia Vi3-48, Dy1-26, Jidb do la
Hnea germinal (SEQ ID NO: 113).

{0063) La Figura 4GG muestra una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de la regidn variable de cadena liviana pam el anticuerpo 9.7.2-CG2
(residuos 23-130 ds SEQ ID NO: 52) con Ia secuencia V012, J,3 de 12 linea
germinal (SEQ ID NO: 103).

[0064] La Figura 4HH muesira una alineacién de la secuencia de aminodécidos
prevista de 1a regién varisble de cedena pesada para el anticuerpo 9.7.2-CG2
(residuos 20-136 de SEQ ID NO: 66) con la secuencia Vi3-11, Du6-13, Jiu6b de la
linea germinal (SEQ ID NO: 115).
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[0065] La Figura 4II muestra uns alineacidn de la secuencia de aminodcidos
prevista de la regién variable de cadena liviana para el anticuerpo 9.7.2-CG4
(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 52) con la secuencia V012, J,3 de Ja linea
germinal (SEQ ID NO; 103).

[0066] La Figura 4]] muestra ung alinescidn de la secuencia de aminoécidos
prevista de la regién variable de cadena pesada para el anticuerpo 9.7.2-CG4
(residuos 20-135 de SEQ ID NO: 70) con la secuencia Vy3-11, Dy6-13, Ju6b de la
linea germinal (SEQ ID NO: 1135).

[0067] La Figura 4KK muestra una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de 1a regién variable de cadena liviana para el anticuerpo 9.14.4-CG2
(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 56) con la secuencia V,012, 1,3 de la linea
germinal (SEQ ID NO: 103).

(0068] La Figury 4LI, muesira una alineacién de {a secucncia de aminodcidos
prevista de la regién variable de cadena pesada para e! anticuerpo 9.14.4-CG2
(residuos 20-135 de SEQ ID NO: 74) con la secuencia Vy3-11, Dy7-27, Jydb de la
linea germinal (SEQ ID NO: 116).

[0069]) La Figura 4MM muestra una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de 1a regidn variable de cadena liviana para ¢l anticuerpo 9.14.4-CG4
(residuos 23-130 de SBQ ID NO: 56) con la secuencia V012, J,3 de 1a linea
germinal (SEQ ID NO: 103).

[0070] La Figura 4NN muecstra una alineacidn de 1a secuencia de aminodcidos
prevista de la regién variable de cadena pesada para el anticuerpo 9.14.4-CG4
(residuos 20-135 de SEQ ID NO: 78) con la secuencia Vys3-11, Dy7-27, Jydb de la
linea germinal (SEQ ID NO: 116).

[0071] La Figura 400 muestra una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de Ia regidm variable de cadena liviana pama el anticuerpo 9.14.4-Ser
(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 28) con 1a secuencia V012, J,3 de 1a linea
germinal (SEQ ID NO: 103).

[0072] La Figura 4PP mucstra ung alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de la regién variable de cadena peseda para el snticuerpo 9.14.4-Ser
(residucs 20-135 de SEQ ID NO: §2) con la secuencia Vi3-11, Dy7-27, idb de la
linea germinal (SEQ ID NO: 116).
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[0073] La Figura 4QQ muesira una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de la regién variable de cadena liviana para el anticuerpo 9.7.2-Ser
(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 48) con la secuencia V012, 1,3 de 1a linca
germinal (SEQ ID NO: 103).

[0074] La Figura 4ARR muestra una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de la regién variable de cadens pesada para el anticuerpo 9.7.2-Sex
(residuoa 20-136 de SEQ ID NO: 86) con Ia secuencia Vy3-11, Dy6-13, Jyfb de la
Unea germinal (SEQ ID NO: 115).

[0075] La Figura 4SS muestra una alincacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de Ia 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, J4 de la linca
germinal (SEQ ID NO: 114),

{0076] LaFigura ATT nmucastr una alinecacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de la regidn varisble de cadena pesada para el anticuerpo 8.10.3-Ser
{residuos 20-141 de SEQ ID NO: 90) con Ia secuencia Vy3-48, Dy1-26, Jydb de la
linea germinal (SEQ ID NO: 113).

[0077] La Figura 4UU muestra una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de la regién variable de cadena liviana parz el anticuerpo 8.10.3-CG4
(residuos 21-129 de SEQ ID NO: 60) con la secuencia V,A27, J,4 de la linea
germinal (SEQ ID NO: 114),

[0078] La Figura 4VV muesira una alineacién de 1a secuencia de aminodcidos
prevista de la regién varisble de cadena pesada parm ¢l anticuerpo 8.10.3-CG4
(residuos 20~141 de SEQ ID NO: 94) con la secuencia Vi3-48, Dul-26, Jydb de la
linea germinal (SEQ ID NO: 113).

[0079] La Figura 4WW muestra una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista dec Ia regién variable de cadena liviana para ¢l anticuerpo 9.14.4G1
(residuos 23-130 de SEQ ID NO: 28) con la secuencia V012 1,3 de 1a linea
germinal (SEQ ID NO: 103).

[0080] La Figura 4XX muestra una alineacion de la secuencia de eminodcidos
prevista de 1a regifn variable de cadena pesada para el anticuerpo 9.14.4G1
(residuos 20-135 de SEQ ID NO: 102) con la secuencia Vy3-11, Dy7-27, Judb de
la linea germinal (SEQ ID NO: 116).
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|00B1] La Figura 4YY muestrs una alineacién de Ia secuencia de aminoicidos
prevista de la regién variable de cadena liviana para el anticuerpo 8.10.3FG1
(residuos 21-129 de SEQ ID NO:32) con la secuencia V,A27, J 4 de Ia linea
germinal (SEQ ID NO: 114),
[0082] La Figura 4ZZ muestra una alineacién de la secuencia de aminodcidos
prevista de la regidn variable de cadena pesada para el anticuerpo 8.10.3FG1
(residuos 20-141 de SEQ ID NO: 98) con la sccuencia Vi3-48, Dy1-26, Jydb de la
linea germinal (SEQ ID NO: 113).

B D; A
Definici i nerales
[0083] Salvo que se indique lo contrario, los términos cientificos y técnicos
usados en conexidn con la presente invencién tendnin los significados entendidos
comiinmente por los entendidos en el arte. Ademds, siempre que el contexto no
requiera lo contrario, los términos en singular deben incluir e plural y los tdrminos
en plural deben incluir el singular. Generalmente, las nomenclaturas usadas en
conexién con, y las técnicas de, cultivo celular y de tejidos, biologfa molecular,
inmunologia, microbiologfa, genética y quimica de protelnas y dcidos nucleicos e
hibridacién descritas en ésta son equellas bien conocidas y usadas cominmente en
el arte.
[0084] Los métodos y las técnicas de la presente invencidn se realizan
generulmente de acuerdo con métodos convencionales bien conocidos en ¢l arte y
segin lo descrito en varias referencias generules y més egpecificas que son citadas
y discutidas en toda I presente memoria deacriptiva, siempre que no se indique lo
contrario, Vea, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(1989) y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing Associates (1992), y Harlow y 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 enzimiticas y técnicas de
purificacién se realizan de acuerdo con las especificaciones del fabricante, segin lo
realizado comiinmente en el arte o de acuerdo con lo descrito en ésta. Las
nomenclaturas usadas en conexién con, y los procedimientos y técnicas de
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laboratorio de quimica apalitica, quimica orginica sintética y quimica medicinal y
farmacéutica descritos en ésta son aquellos bien conocidos y usados comimmente
en el arte. Se usan técnicas estindar para sintesis quimica, andlisis quimicos,
preparaciones farmacéuticas, formulaciones, sdministracién y tratamiento de
pacicntes.

[0D8S] Loa términos siguientes, salvo indicacién en contrario, deben entenderse
con los significados siguientes:

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

[0087] El término “proteina aislada”™, “polipéptido nislado™ o “anticuerpo
aislado” significa una proteina, polipéptide o anticuerpo que, en virtud de su origen
o fuenie de derivacién, tiene una a cuatro de las caracteristicas siguientes: (1) no
est asociado con componentes natiralmente asociadoa que lo acompailan en su
estado natural, (2) estd libre de otras proteinas do 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 quimicaments o sintetizado en un
sistema celular diferente de la célula en 12 cual se origina naturalmente estard
“aislado” de los componentes con los que estd asociado naturalmente. Una proteina
también puede convertire en una prote{na substancialmente libre de componentes
con lod 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-CSF que ha
sido sintetizado in vitro mediante un hibridoma u otra linea celular y un anticuerpo
anti-M-CSF derivado de on rattn transgénico.

j0089] Una proteina o un polipéptido es “substancialmente puro”,
“substanciglmente homogéneo” o “substancialmente purificado™ cusndo al menos
aproximadamente 60 a 75% de uma muestra exhibe una sola especie de polipéptido.
El polipéptido o la proteina puede ser monomérico o multimérico. Un polipéptido
o protefna substancislmente puro comprenderd tipicamente aproximadamente 50%,
60%, 70%, 80% o 90% p/p de una muesira proteica, mis usualmente
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aproximadamente 95%, y preferentemente tendré una pureza mayor de 99%. La
pureza u homogencidad de la proteina puede ser indicada por un niimero de medios
bien conocidos en €] 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 propésitos,
pucde proveerse una resolucidn mayor usando HPLC u otros medios de
purificacién bien conocidos en el arte,

[0090] El término “fragmento polipeptidico”, segin lo usado en ésta, sc refierc a
un polipéptido que tiene una delecién amino-terminal y/o carboxi-terminal, pero
cuya secuencia de aminodcidos reranente s idéntica 2 las posiciones
comespondientes en la secuencia de ocurrencia natural. En algunas realizaciones,
los fragmentos tienen una longitud de al menos 5, 6, 8 6 10 aminodcidos, En otras
realizaciones, los fragmentos tienen una longitud de al menos 14, al menos 20, al
menos 50 o al menos 70, 80, 90, 100, 150 é 200 aminodcidos.

{0091] El término “endlogo polipeptidico”™, segiin lo usado en ésta, se refiere a un
polipéptido que comprende un segmento substancialmente idéntico 8 una porcién
de una secuencia de aminodcidos y que tiene al menos una de las propiedades
siguientes: (1) lipadura especifica a M-CSF bajo condiciones de ligadurs
adecuadas, (2) capoacidad para inhibir M-CSF.

[0092] Tipicamenie, los anilogos polipeptidicos comprenden una sustitucién (o
insercién o delecién) de aminodcidos conservativos con respecto a la secuencia que
ocurre naturalmente. Andlogos tipicos ticnen una longitud de al menos 20 4 25
aminodcidoa, preferentemente al menos 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 & 200
aminodcidos 0 mayor, y muchas veces pueden tener la longitud del polipéptido de
longitud completa.

[0093] En ciertas realizaciones, las subatituciones de aminodcidoa del anticuerpo
o la porcidn que liga antigeno del mismo son squellas que: (1) reducen la
suaceptibilidad 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 anilogos. Los
anélogos pueden incluir varias mutaciones de una secuencia diferente a la
secuencia peptidica que ocurre normalmente, Por ejemplo, en la secuencis que
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ocurre normalmente pueden realizarse substituciones simples o miltiples de
aminodcidos, preferentemente substituciones con aminoécidos conservativos,
preferentemente en la porcidn del polipéptido fucra del dominio (de los dominios)
que forma(n) contactos intermoleculares,

[0094] Una substitucién con un aminoécido conservativo no debe modificar
substancialmente las caracteristicas estructurales de la secuencia parental; por
ejemplo, un aminodcido de reemplazo no deberla modificar 1s lémina
antiparalela que integra ¢l dominio de ligadurs de la inmunoglobulina que ocurre
en la secuencia parental, ni debe romper otros tipos de estructura secundarias que
caracterizan la secuencia parental. Generalmente, no sc usarin andlogos de glicina
y prolina en una limina P antiparalela. Bjemplos de estructuras polipeptidicas
secundarias y terciarias reconacidas 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, eda., Garland
Publishing, New York, N.Y. (1991)); y Thomnton et al., Nature 354:105 (1991),
que zon incorparados cada uno en ésta por reforencia.

[0095] Andlogos no peptidicos son usados corminmente en la industria
farmacéutica como drogas con propiedades andlogas a aquellas del péptido molde.
Estos tipos de compuestos no peplidicos se llaman "miméticoa peptidicos” o
“peptidomiméticos”. Fauchere, J. Adv. Drug Res. 15:29 (1986); Veber y
Freidinger, 77¥S p.392 (1985); y Evans ct 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 computarizado, Los
peptidomiméticos estructuralmente gimilares a péptidos terapéuticamente tiles
pueden usarse para producir un efecto terapéutico o profilictico equivalente.
Generalmente, los peptidomiméticos son estructuralmente similares a un
polipéptido paradigma (es decir, un polipéptido que tiene una propiedad
bioquimica o actividad farmacolégica deseada), tal como un anticuerpo humano,
pero tiene uno 0 més enlaces peptidicos opcionalmente reemplazados por un enlace
ascleccionado del grupo formado por: ~CHyNH--, —CH;S—, -CH;-CH;~,
--CH=CH—(cis y trans), ~COCHz—, --CH(OH)CHj3--, y -CH;SO-, por métodos
bien conocidos en el arte. También puede usarse la substitucién sistemética de uno

(S



S8

o més aminoicidos de una secuencia de consenso con un D-aminodcido del mismo
tipo (por cjemplo, D-lisina en lugar de L-lisina), para generar péptidos més
estables. Ademds, péptides minimizados (constrained peptides) que comprenden
una secuencia de consenso o una variacién de secuencia de consenso
sustancialmente idéntica pueden ser gencrados por métodos conocidos en el arte
(Rizo y Gierasch, Ann. Rev, Biochem. 61:387 (1992), incorporado en ésta por
referencia); por ejemplo, agregando residuos internos de cistelna capaces de formar
puentes intramoleculares de disulfuro que ciclizan el péptido.

[0096] Un “anticucrpo” se refiere a un anticuerpo intacto o una porcién que liga
antigeno que compite con ¢l anticuerpo intacto por ligadura especifica. Vea en
general, Fundamenta) 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 que ligan antigeno mediante técnicas de DNA
recombinante o mediante escisién enzimitica o quimica de anticuerpos intactos.
En algunas realizaciones, las porciones que ligan ant{geno incluyen Fab, Fab’,
F(ab'), Fd, Fv, dAb y fragmentos de regiones determinantes complementarias
(CDR), anticuerpos 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 ¢l terminal N hasta ¢l terminal C, los dominios varisbles de ambas,
la cadena liviana y la cadena pesada madurss, comprenden las regiones FR1,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR1 y FR4. La asignacion de aminodcidos a cada
dominio estd de acuerdo con las definiciones de Kabat, Sequences of Proteins of
Immunological Interest (National Institutes of Healthi, Bethesda, Md. (1987 y
1991)), Chothiz & Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987) o Chothia et al., Nature
342:878-883 (1989).

[0098] Segin lo usado en éata, un anticuerpo al cual se hace referencia mediante
um niimero es igual al anticuerpo monoclonal obtenido a partir del hibridoma del
migmo nimero. Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal 3.8.3 s ¢l mismo
anticuerpo que uno obtenido a partir del hibridoma 3.8.3.

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

[0100] En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo de cadena simple
(scFv) en el cusl dominios V. y V), estn spareados para formar una molécula
monovalente via un engarce sintético que permite fabricar a los dominios como
una sols cadena proteica. (Bird ct al., Science 242:423-426 (1988) y Huston ct al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988).) En algunas realizaciones, los
anticuerpos son diacuerpos, es decir, son anticuerpos bivaleates en los cuales
dominios Vi y Vi son expresados sobre una sala cadena polipéptida, pero usando
un engarce demasiado corto para permitir el apareamicato entre los dos dominios
gobre la misma cadeny, forzando los dominios de este modo a aparearse con
dominios complementarios de otra cadena y creando dos sitios de ligedura 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 (195%4).) En
algunas realizaciones, pueden incorporarse uno o mis CDRs de un anticuerpo de la
invencidn en una moléculn, ya sea covalentemente o no covalentemente, para
trasformarla en una inmunoadhesina que se liga especificamente 8 M-CSF. Ea
tales realizaciones, 1a CDR{s) pueden incorporarse como parte de una cadens
polipéptida mis larga, pueden ligarse covalentemente a otra cadena polipéptida o
pueden incorporarse no covalentcmente.

[0101] En realizaciones que tienen uno o més sitios de ligadura, estos pueden ser
idénticos entre sf o pueden ser diferentes,

[0102] Segin lo usado en ésta, el término “enticuerpo humano™ significa
cualquier anticuerpo en ¢l cual las secuenciaa de los dominios variable y constante
son secuencias humanas. Bl término comprende anticuerpos can secuencias
derivades de genes humanos, pero que hao sido cambiadas, por cjemplo, pars
disminuir inmunogenicidad posible, aumentar afinidad, climinar cisteinas que
podrian causar un plegado indesesble, ctc. El término comprende tales anticucrpos
producidos recombinantemente en células no humsnas, que pedrian impartir
glicosilacién no tipica de células humanas, Esgtos anticuerpos pueden prepararse de
varios modos, como descrito més abajo,

[0103] El término “anticuerpo quimérico”, segiin lo usado en ésta, significe un
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anticuerpo que comprende regiones de dos o més anticuerpos diferentes. En una
realizacién, una o mis de las CDRs se derivan de un anticuerpo anti-M-CSF
humano. En otra realizacién, todas las CDRs sc derivan de un anticuerpo anti-M-
CSF humano, En otra realizacién, 1ss CORs de miis de un anticuerpo anti-M-CSF
humano se encuentran cambinadas en un anticuerpe quimérico. Por ejemplo, un
anticuerpo quimérico puede comprender una CDR1 de 1a cadena liviana de un
primer anticuerpo anti-M-CSF humano, una CDR2 de 1a cadena liviana de un
segundo anticuerpo anti-M-CSF humano y una CDR3 de In cadens liviana de un
tercer anticuerpo anti-M-CSF humano, y las CDRs de la cadens pesada pueden
derivarse de uno o més anticuerpos anti-M-CSF diferentes. Ademis, las regiones
framework pueden estar derivadas de uno de los anticuerpos anti-M-CSF del cual
s¢ tomaron una o més de las CDRs o de uno o mis anticuerpos humanos
diferentes.
[0104] Los fragmentos o andlogos de anticuerpos o moléculas de
inmupoglobulina pueden prepararse ficilmente por los entendidos en el arte
giguiendo las ensefianzas de esta memoria descriptiva. Los terminales amino y
carboxi preferidos de fragmentos ¢ andlogos se encuentran cerca de loa limites de
loa domirios fncionales. Los dominios estructurales y funcionales pueden
identificarse mediante la comparacitn de los datos de 1as secuencias de nucledtidos
" yfo aminodcidos con los datos de bases de datos de secucncias piiblicas o privadas,
Preferentemente, se usan métodos do comparacién computarizados para identificar
motivos secuenciales o dominios previstos de conformacién proteica que se
encuentran en otras proteinas de estructurs y/o funcién conocida. Ss conocen
métodos para identificar secuencias protéicas que se pliegan en una estructura
tridimengional conocida. Vea Bowie et al., Science 253:164 (1991).
j0105] El término “resonancia en J2 superficic de un sensor recubierto con la
muestra” (surface plaamon resonance), segiin lo nssdo en ésta, se refiere 3 un
fendémeno Sptico que permite ¢ andlisis de interacciones bioespecifica en tiempo
real mediante la deteccién de alteraciones de concentraciones proteicas dentro de
una matriz hicsensora, por ejemplo, usando ¢l 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
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al., Biotechniques 11:620-627 (1991); Jonsson B. et al., J. Mol Recognit.
8:125-131 (1995); y Johnason B, et al., Anal Biochem. 198:268-277 (1991).
[0106] E! término “Kp” se refiere a Ia constante del equilibrio de disociacién de
una interaccién anticuerpo-antigeno particular.

[0107] Bl 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 epitépicos consisten generalmente
de grupos superficiales quimicamente activos de moléculas tales como
aminodcidos o cadenas laterales de aziicares y generalmente tienen caracteristicas
estructurales tridimensionales especificas, como asf también caracteristicas de
carga cspecificas. Un cpitope puede ser “lineal” o “conformacional”. En un epitope
lineal, todos los puntos de interaccidn entre Iz 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 si. Se dice que un anticuerpo se liga especificamente con un
antigeno si la constente de disociacién es < 1 mM, preferentemente < (00 aM y
mids preferentemente < 10 nM. En cicrtas realizaciones, la Kp ea de 1 pM a 500
pM. En otras realizaciones, la Kp se encuentra entre 500 pM y 1 pM. En otras
realizaciones, Ja Kp se encuentra entre | pM y 100 uM. En otras realizaciones, 1a
Kp se encuentra enire 100 mM y 10 nM. Una vez determinado un epitope o
antigeno deseado, es posible generar anticuerpos contra dicho epitope, por
cjemplo, usando las técnicas descritaa en l1a presents invencidn. Alternativamente,
durante ¢l proceso de descubrimiento, la gencracidn y caracterizacién de
anticuerpos puede elucidar informacidn sobre epftopes deseables. Luego, a partir
de esta informacidn, es posible rastrear anticuerpos que se ligan competitivamente
al mismo cpiiope. 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 Petente Internacional No. WO 03/48731.

j0108] Segiin lo usado en éstn, los veinte aminodcidos convencionales y sus
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abreviaciones siguen e uso convencional. Vea fmmunology - A Synthesis (2%
Edition, E.S. Golub and D.R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunderland, Mass.
{1991)), que es incorporado en ésta por referencia.

{0109] El términc “polinucledtido™ segln lo referido en éstw, significa una forma
polimérica de nucledtidos de una longitad de al menos 10 bases, ya sean
ribonucléatidos o desaxinucledtidos o una forma modificada de cualquier tipo de
nucledtido. El término incluye formas de hebra simple y de hebra doble.

[0110] Bl término “polinucledtido aislado”, sepiin lo usado en ésta, significa un
polinucleétido de origen genémico, cDNA o sintético o alguna combinacién de los
mismos que, en virtud de su origen o fuente de derivacion, tienc una a tres de las
caracteristicas signientes: (1) no esti asociado con el totel o una porcién de un
polinucledtido con el cual £l “polinucleétido aislado™ se encuentra naturalmente,
(2) estd ligado operativamente & un polinucledtido al cual no esté ligado
neturglmente, o (3) no ocurre naturalmente como parte de una secuencis meyor.
[0111] El término “oligonucleétido”, segiin lo usado en ésta, incluye nucledtidos
que s¢ encuentran naturalmente y pucledtidos modificados, ligados entre ai
mediante enlaces oligonucleotidicos que se encuentran naturalmente y enlaces
oligonucleotidicos que no se encuentran naturalmente. Los oligonucledtidos son un
subconjunto polinucleotidico que comprende pencralmente una longitud de 200
bases 0 menor, Preferentemente los oligonucledtidos tienen una longitud de 10 a
60 beses y mds preferentemente una longitud de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,196 20
2 40 bases. Los oligonucledtidos usualmente tienen ung sola hebra, por ejemplo en
¢l cago de cebadores y sondas; si bien oligonucleétidos pueden ser de doble hebra,
por ejemplo para el uso en la construccién de un gen mutanie. Los
oliponucleétidos de la invencién pueden ser oligonuclestidos de sentido o
antisentido.

[0112] Eltérmino “nucledtidoa que se encuentran naturalmente”, segin lo usado
en éstn, incluye desoxirrihonucléotidos y ribonucléotidos. El término “nucledtidos
modificados”, segiin lo usado en ésta, incluye nucledtidos con grupos de azicar
modificados o substituidos y similares. Bl término “enlaces oligonucleotidicos™
referido en ésta incluye enlaces oligonucleotidicos tales como fosforoticato,
fosforoditioato, fosforoselenoato, foaforodiselenoato, fosfaroaniloticato,
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fosforaniladato, fosforoamidato y similares. Vea, por ejemplo, LaPlanche ef al.,
Nucl. Acids Res. 14:5081 (1986); Stec et al., J. Am. Chem. Soc. 106:6077 (1984);
Stein et al., Nuel. Acids Res. 16:3209 (1988); Zon éf al., Anti-Cancer Drug Design
6:539 (1991); Zon et al., Oligonucieotides and Analogues: A Practical Approach,
pp. 87-108 (F. Eckstein, Bd., Oxford University Press, Oxford England (1991));
U.S. Patent No. 5,151,510, Uhlmann y Peyman, Chemical Reviews 90:543 (1950),
cuyas revelaciones estin incorporadas en ésta por referencia. Si deseado, un
oligonucledtido puede incluir un marcador para ls deteccion.

[0113] Secuencias “enlazadas operativamente” incluyen ambas, secuencins de
control de expresién que se encuentran en posicién contigua con el gen de interés y
secuencias de control de expresién que actdan en trans o a una distancia para
controlar ¢l gen de interés. El término “secuencia de control de expesién”, segin lo
usado en ésta, significa secuencias polinucleotidicas que son neceserias para
efectuar Ja expresién y el procesamiento de secuencias codificadoras a las cuales
estiin ligadas. Las secuencias de cantrol de expresién incluyen secuencias de
iniciacién de la transcripcidn, terminacidn, promotoras ¢ intensificadoras
adecuadas; sciales de procesamiento de RNA eficientes, tales como sefiales de
corte y empalme y de poliadenilacién; secuencias que estabilizan el mRNA
citoplasmético; secuencias que aumentsn la eficiencia de 1s traduccién (es decir, 1a
secuencis de consenso de Kozak); secuencias que sumentan la estabilidad de la
proteins; y, si deseado, secuencias que sumentan la secreciéa de s protetns. La
paturaleze de tales secuenciag de control difiere en dependencia del organismo
hospedante; en procariotas, tales secuencias de control incluyen generalmente el
promotor, ¢l sitio de ligadura ribosomal y 1a secuencia de terminacién de la
transcripeién; en eucariotas, generalmente, tales secuencias de control incluyen
promotaores y la secuencia de terminacién de la transcripcién. Bl término
“secuencias de control” tiene 1a intencién de incluir, como minimo, todos los
componentes cuya presencia es egencial para la expresion y el procesamiento, y
puede incluir también componentes adicionales cuya presencia es ventajosa, por
cjemplo, secuencias conductoras y secuencias de compaficro de fusibn.

[0114] Bl término “vector”, segiin lo usado en ésta, significa una molécula de
icido nucleico capaz de transportar otro dcido nucleico al cual ha sido ligada. Ea
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algunas realizaciones, ¢l vector s un pldsmido, es decir, un bucle circular de DNA
de doble hebra &l cual pueden ligarse segmentos adicionoles 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 replicacién sutSnoma en una célula hospedante en la cual son
introducidoa (por ejemplo, vectores bacterianos que tenen un origen de replicacién
bacteriano y vectores mamiferos episomales), En otras realizaciones, los veciores
(por ejemplo, vectores mam{feros no episomales) pueden integrarac en ¢} genoms
de una célula hospedante al ser introducidos en [a célula hospedante, y de ese
modo son replicados conjuntamente con el genoma del hospedante. Adernds,
ciertos vectores son capaces de dirigir la expresién de genes a log cuales estin
ligados operativamente, A tules vectores se hace referencia en ésta como “vectores
de expresién recombinante” (o simplemente, “vectares de expresién™).

[0115] El término “célula hospedants recombinante™ (o simplemente “célula
hospedante™), segiin 1o usado en &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 célula 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 atin estar incluida dentro del alcance del término “célula
hospedante” usado en ésta.

j0116] El término “hibridar selectivamente™ referido en éata significa ligar
forma detoetable y eapecifica. Polinucléotidoa, oligonocledtidos y fragmentos de
los mismos de acuerdo con Ia invencitn hibridan selectivamente con hebras de
dcido nucleico bajo condiciones de hibridacién y lavado que minimizan la ligadura
detectable de cantidades apreciables = dcidos nucleicos no especificos. Pueden
usarse condiciones de “clevada severidad” o “altemente estrictas” para lograr
condiciones de hibridacidn selectiva, condiciones que son conocidas en el arte y
discutidas en ésta. Un ejemplo de condiciones de “clevads severidad” o “sltamente
estrictas” son presentedas en un método para incubar un polinucléotido con otro
polinucléotido, métado en el cual un polinucléotido puede ser fijado g una
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superficie sblida, tal como una membrana, en un buffer de hibridacién de SSPE o
SSC 6X, formamida al 50%, reactivo de Denhardt 5X, SDS al 0,5%, 100 pg/ml do
DNA de esperma de salmdn fragmentado, desnsturalizado 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 ambién Sambrook et al.,
supra, pp. 9.50-9.55.

{0117} El término “porcentaie de identidad de secuencias” en el contexto de
secuencias de dcido nucleico significa €l porcentaje de residuos idénticos al
comparar y alinear una primera secuencia contigua pars determinar su
correspondencia mixima 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, més
usualmenie al menos aproximadamente 24 nucleétidos, tipicamente al menos
aproximadamente 28 nucleétidos, més tipicamente al menos aproximadamente 32
nucledtidos y preferentemente al menos aproximadamente 36, 48 o més
nucleétidos. Bn el arte se conoce un nimero de algoritmos difereates que pueden
usarse para medir la identidad de secuencias de nucledtidos. Por ejemplo,
secuencias polinucleotidicas pueden compararse usando FASTA, Gap o Bestfit,
que son programas de la versién 10.0 del paquete de software Wisconsin Package,
Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin. FASTA, que incluye, por
ejemplo, los programas FASTA2 y FASTA3, provee alincamientos y porcenteje de
identidad de secuencias de las regiones que presentan la mejor superpasicidn 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
sce especificado de otro modo, se usan parimetros predeterminados para un
programs o algoritmo particular. Por gjemplo, el porcentaje de identidad de
secuencias enire dcidos nucleicos puede ser determinado usando FASTA con sus
panimetros predeterminados (un tamafio de palabra de 6 y ¢l factor NOPAM para
la matriz de puntaje) o usando Gap con sus parkmetros predeterminados provistos
en la versidn 6.1 de GCG, incorporada en ésta por referencia.
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[0118] Una referencia a una secuencia nucleotidica comprende su complemento,
siempre que no sca especificado de ofro modo. Por lo tanto, debe entenderse que
una referencia 2 un dcido 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 ndmero de residuos idénticos sobre el mimero
de residuos comparados.

[0120] El témmino “similitud substancial” o “similitud substancial de secuencins”,
al hacer referencia a un dcido nucleico o un fragmento del mismo, significa que al
alinesr éptimamente dicho &cido nucleico o frugmento, con inserciones o
deleciones nucleotidicas aprapiadas, con ofro dcido nucleico (o su hebre
complementaria), existe una identidad de secuenciss nucleotidicas de al menos
aproximadamente 85%, preferentemente al menos aproximadamente 90%, y més
preferentemente af menos aproximadamente 95%, 96%6, 97%, 98% 6 99% de lag
bases nucleotidicas, medida por cualquier algoritmo bien conocido para determinar
la identidad de secuencias, tales como FASTA, BLAST o Gap, discutides
precedentemente.

[0121] Cuando se aplica a polipéptidos, el término “identidad substancial”
significa que cuando dos secuencias peptidicas son alineadas dptimamente, tal
como por ¢! programa GAP o BESTFIT, usando pesos predeterminados del
intervalo no homdlogo (GAF), comparten una identidad de secuencias de al menos
70%, 75% y 80%, preferentemente al menos una identidad de secuencias de 90% 6
95%, ¥ mis preferentemente una identidad de secuencis de al menos 97%, 98% &
99%. En ciertus realizaciones, las posiciones de regiduos que no son idénticos
difieren en sustituciones con aminodcidos conservativos. Una “substitucién con un
eminodcido conservativo” es uns substitucién en la cusl un residuo de eminodcido
es sustitu{do por otro residuo de aminodcido que tiene un gripo R de cadena Iatera
con propiedades quimnicas similares (por ejemplo, carga o hidrofobicidad). En
generul, una substitucién con un aminodcido conservativo no cambiard
substancialmente las propiedades fimcionales de una proteina. En los casos en los
cuales dos o mis secuencias de aminodcidos difieren entre sf por substituciones
conservativas, el porcentaje de identidad de secuencias puede ser ajustado hacia
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arriba para corregir Ia naturaleza conservativa de la substitucién. Medios para
hacer este ajuate son bien conocidos por los entendidoa cn el arte, Vea, por
ejemplo, Pearson, Methods Mol. Biol. 243:307-31 (1994). Ejemplos de grupos de
aminodcidos que tienen cadenas laterales con propicdades quimicas similares
incluyen 1) cadenas laterales alifiticas: glicina, alanina, valina, leucina e
isoleucina; 2) cadenas laterales hidroxil-aliféticas: serina y treonina; 3) cadenas
laterales que contienen amida: asparagina y glutamina; 4) cadenas laterales
aromiticas: fenilalanina, tirosina y triptofano; 5) cadenas laterales bésicas: lisina,
arginina e histidina; 6) cadenas laterales dcidas: Acido aspértico y écido glutkmico;
y 7) cadenas laterales que contienen azufre: cisteina y metionina. Grupos de
substitucidn de aminoicidos conservativos son: valins-leucina-isolencina,
fenilalanina-tirogina, lisina-arginina, alanina-valina, glutamato-aspartato y
asparagina-glutamina.

[0122] Alternativamente, un reemplazo conservativo es cuslquier cambio que
tiene un valor positivo en la matriz de semejanza algorftmica (log-likelihood
matrix) PAM250 revelada en Gonnet of af., Science 256:1443-45 (1992),
incorporado en ésta por referencis. Un reemplazo “moderadamente conservativo™
es cualquier cambio que tiene un valor no negativo en 1a matriz de semejanza
logaritmica PAM250.

[0123] La identided de secuencias para polipéptidos sc mide tipicamente usando
software para andligis de secuencias. Un software para andlisis de proteinas
compara secuencias usando medidas de similitud asignndas » varias substituciones,
deleciones y otras modificaciones, incluyendo substituciones con amincécidos
conservativos. Por ejemplo, GCG contiene programas tales como “Gap™ y
“Bestfit” que pueden usame con pardmetros predeterminados, segiin lo
especificado con 10s programas, para determinar homologia de secuencias o
identidad de secuencias entre polipéptidos estrechamente relacionados, tales como
polipéptidos homélogos de diferentes especiea y organismos, o entre una proteina
natural y yna mutacién de la misma. Vea, por ejemplo, GCG Versién 6.1. Las
secuencias polipeptidicas también pueden compararse usando FASTA con
pardmetros predeterminados o recomendados, vea GCQ, versién 6.1. (University
of Wisconsin WI) FASTA (por ¢jemplo, FASTA2 y FASTA3J) provee alincaciones

|Y



-27-

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. Otro
algoritmo preferido, al comparar una secuencia de la invencién con upa base de
datos que contiene un gran ndmero de secuencias de diferentes organismos, es el
programa de computacién BLAST, especialmente blastp o thlastn, usando
parimetros predeterminados provistog con el programa. Veas, por ejemplo,
Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990); Altschul ef al., Nucleic Acids
Res. 25:3389-402 (1997).

[0124] La longitud de Ias secuencias polipeptidicas cuya homologia se compara
serd gencralmente de al menos aproximadamente 16 residuos de aminodcidos,
usualmente a] menos aproximadamente 20 residuos, mis usualmente sl menos
aproximadamente 24 residucs, tipicamente al menor apraximadamente 28
residuos, y preferentemente mayor de aproximadamente 35 residuos. Cuando se
investiga en una base de datos que contiene secuencinos de un gran nimero de
organismos diferentes, es preferible comparar secuencias de aminodcidos.

J0125] De acuerdo con lo usado en ésta, los términos “marcador™ o "marcado™ se
refieren a {a incorporacién de otra molécula en el anticuerpo. En una realizacién, el
marcador es un marcador detectable, por ejemplo, la incorporacién de un
aminodcido con mercador radioactivo o fijacidn de grupos de biotinilo a un
polipéptido, grupos que pueden ser detectados por avidina marcada (por ¢jemplo,
streptavidina que contiene un marcador fluorescente o actividad enzimitice que
puede ser delectada por métodos Gpticos o colarimétricos). En otra realizacién, le
etiqueta o marcador puede ser terapéatico, por ejemplo, un conjugado de droga o
toxina. En el arte se conocen varios métodos para marcar polipéptidos y
glicoprotefnas que pueden usarse. Ejemplos de marcadores pam polipéptidos
incluyen, pero na estén limitados a, los siguientes: mdioisdtopos o radionuclidos
(por ejemplo, *H, 1C, N, ¥s, ™Y, ®T¢, ', 21, 1), marcadores fluorescentes
(por ejemplo, FITC, rodamina, sustancias fosforescentes a base de lanténidos),
marcadores enzimiticos (por ejemplo, peroxidasa de ribano picante, p-
galactosidasa, Juciferasa, fosfatasa alcalina), marcadores quimioluminiscentes,

|63
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grupos biotinilo, epftopes polipeptidicos predeterminados reconocidos por un
reporter secundario (por gjemplo, sccuencias apareadas de cierres de leucina
(leucine zipper pair sequences), sitios de ligadura para anticuerpoa secundarios,
dominios que ligan metales, rétulos de epltopes), agentes magnéticos, tales como
quelatos de gadolinio, toxinas tal como toxina pertusis, taxol, citocalacina B,
gramicidina D, bromuro de etilio, hemetina, mitomicina, etoposida, tenoposida,
vineristina, vinblastina, colquicina, toxorubicina, daunoruvicina,
dihidroxigntracindiona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
dehidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, ietracaina, lidocaina, propanolol, y
puromicina y anilogos u homélogos de los miamos. En algunaa realizaciones, los
marcadores estin unidos mediante brazos espaciadores de longitud variable para
reducir ¢l potencial de impedimento estérico,
[0126] Se entendend que en toda esta memoria descriptiva y las reivindicaciones,
Ia palabra “comprender” o variaciones tales como “comprende” o
“comprendiendo” implicand la inclusién de uns entidad o grupo de entidades, pero
no Is exclusién de cualquier ot entidad o grupo de entidades.

L 2 cibn de los i

humanizados. En una realizacién, la invencién provee anticuerpos anti-M-CSF
humsanos. En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-M-CSF humanos'se
producen mediante la inmunizacién de un animal fransgénico no humano, por
cjemplo, ua 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 liviane kappa humana o una cadena liviana lambda humana o una
secuencia de aminodcidos derivada de 1a misma. En algunas realizaciones que
comprenden una cadena liviana kappa, el dominio varisble de 1a cadena liviana
(V1) es codificado en parte por un gen V012, VL2, VLS, V,A27 o VB3
humano y un gen 1, Ji2, I3, o 1,4, En realizaciones particulares de la invencidn,
el dominio variable de 1a cadena liviana es codificado por el gen Vi 012/Jx3, V,
L2/Jx3, ¥ L5/Jx3, VL5/Ixd, VcA27/ Jx4 o Vi B3/Jxl.
. [0129] En algunas realizaciones, el Vi, del anticuerpo anti-M-CSF comprende
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una o més substituciones de aminodcidos con relacién a la secuencia de
aminodcidos de la linea germinal. Bn algunas realizaciones, el V;, del anticuerpo
anti-M-CSF comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 substitucionss de aminodcidos
con relacién a |s secuencia de aminoécidos de 1a linea germinal, En algunas
realizaciones, una o mis de las substituciones de 12 lines germins] se encueniran en
las regiones CDR de 1a cadena liviana. En algunas realizaciones, las substituciones
de aminodcidos con relacién a la linea germinal se encuentran en una o més
pesiciones igraleg 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,
9.14.4], 8.10.3F, 9.7.2F, 5.14.4, 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-CGA4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-C0G4, 9.14.4-Ser,
9.7.2-Sex, 8.10.3-Ser, 8,10.3-CG4, 8.10.3FG1 6 9.14.4G1. Por cjemplo, €1 Vy, del
anticuerpo anti-M-CSF puede contener una o mis substituciones de aminodcidos
en comparacién con la linea germinal como 1as encontradas en el Vi, del anticuerpo
88, y otras substituciones de aminodcidos en comparacién con la linea germinal
encontradas en ¢l V. del anticuerpo 252, que utiliza el mismo gen Vi que el
anticuerpo 88, En algunas realizaciones, los cambios de aminodcidos se encuentran
en una o mis posiciones igunales, pero implican una mutacién diferente a aquella
encontrada en el anticuerpo de referencia.

{0130] En algunes realizaciones, los cambios de aminoécidos con relacién a ia
linea germinal se encocntran en una o mis posiciones iguales como los cambios en
cunlquiera de loz V. de 03 anticuerpos 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14 .41,
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-CQ32, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-C(GH, 9.14.4-Ser, 9.7.2-
Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 6 9.14.4G], pero los cambios pueden
representar substituciones con aminodcidos conservativos en tal posicitn (tales
posiciones) en relacién con el aminodcido en el enticuerpo de referencia. Por
¢iemplo, 8i una posicién particular en uno de catos anticuerpos se cambia en
relacién a Iz linea germinel y es glutamato, puede substituirse por aspartato en eata
posicidn. Similarmente, si una substitucién de aminodcido en comparacién con la
linea germinal es serina, puede substituirse la serina por treonina en aquells
posicién. Substituciones con aminodcidos conservativos se discuten supra.
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[0131] En algunas realizaciones, la cadena liviana del anticuerpo anti-M-CSF
bumano comprende la misma secuencia de aminodcidos como la secuencia de
aminodcidos del Vi, del enticuerpo 252 (SEQ ID NO: 4), 88 (SEQ D 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), 9.14.41 (SEQ ID NO: 28), 8.10.3F (SEQ ID NO: 32), 9.7.2IF (SEQ ID
NO: 36), 9.14.4 (SEQ 1D NO: 28), 8.10.3 (SEQ ID NO: 44), 9.7.2 (SEQ ID NO:
48), 5.7.2C-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 (SEQ ID NO: 60), 9.7.2-CG2 (SEQ ID NO: 52),
9.7.2-CG4 (SBQ ID NO: 52), 9.14.4-CQ2 (SEQ ID NO: 56), 9.14.4-CG4 (SEQ ID
NO: 56}, 9.14.4-Ser (SEQ ID NO: 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), 8.10.3FG1 (SEQ ID NO: 32) 6
9.14.4G1 (SEQ ID NO: 28), 6 dicha secuencia de sminodcidos tiene hasta 1, 2, 3,
4,5,6,7. 8,9 6 10 substituciones con aminodcidos conservativos y/o un total de
hasts 3 substituciones con aminodcidos no conservativos. En algunas
realizaciones, la cadena liviana comprende la secuencia de aminoicidos desde el
comienzo de la CDR1 haste el final de la CDR3 de cualquicra de los anticuerpos
precedentes.

(0132] En algunas realizaciones, la cadena liviana del anticuerpo anti-M-CSF
comprende ul menos la CDR1, CDR2 o CDR3 de 1a cadena liviana de una
secuencia de linea germinal o anticuerpo descrito en ésta, En otra realizacion, la
cadena liviana puede comprender regiones COR1, CDR2 o CDR3 de un anticuerpo
seleccionado independientemente entre 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1,5.14.4],
B.10.3F, 9.7.2TF, 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-C0M4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-C(G4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-
Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 6 9.14.4G1, 6 regiones CDR que tienen
menos de 4 o menos de 3 substituciones con aminodcidos conservativos y/o un
total de tres o menos substituciones con aminodcidos no conservativos. En otras
realizaciones, la cadena liviana del anticuerpo anti-M-CSF comprende 1a CDR1,
CDR2 o CDR3 de la cadena liviana, siendo seleccionada cada una de las mismas
independientemente entre las regiones CDR1, CDR2 y CDR3 de un anticuerpo que
ticne una regién variable de cadena liviana que comprende la secuencia de
aminoficidos de la regién V) scleccionada entre SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24,
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28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 & 60, 6 codificada por una molécula de dcido nucleico
que codifica la regi6n Vi, 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
CDRI1, CDR2 y CDR3 de un anticuerpo que comprende la secuencia de
aminoéicidos dé ia regién V), seleccionada entre 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1,
9.14.41, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Sex, 9.14.4C-Ser, §.10.3C-
Ser, 8.10.3-CQ2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CGA4, 9.14.4-Ser,
9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 6 9.14.401 6 SEQIDNOS: 4, 8, 12,
16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 6 60.

[0133] En algunas realizaciones, la cadena liviana comprende las regiones
CDRI1, CDR2 y CDR3 del anticuerpo 252, 88, 100, 3.8.3,2.7.3, 1.120.1, 9.14.4],
8.10.3F, 9.7.21F, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser,
8.10.3-CGz, 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-CG#4, 8.10.3FG1 4 5.14.4Q1, 4 dichas regiones CDR tienen
cada una menos de 4 o0 menos de 3 substituciones con aminodcidos conservativos
y/o un total de tres o menos substituciones con aminodcidos no conservativoa.
[0134] Con respecto a la cadena pesada, en algunas realizaciones, la regién
variable de la secuencia de aminodgidos de la cadena pesada es codificada en parte
por un gen Vy3-11, Vy3-23, V43-7, Vy1-18, Vi3-13, V);3-48 humano y un gen
J4, 146, Judb, 6 JuGb. En una realizacidn particular de 1a invencién, ia regién
variable de In cadenn pesada es codificada por el gen Vy3-11/Dy7-27/1y6, Vi3-
7/Dyu6-13/1y4, Vy3-23/Dy1-26/Ti4, Vi3-11/Dy7-27/0yed, Vi3-33/Dy1-26/14,
Vul-18/Dy4-23/1yd, Vi3-11/Dy7-27/Judb, Vy3-48/Dyl1-26/1148b, Vii3-11/Dy6-
13/J46b, Viu3-11/Dy7-27/11b, Vi3-48/Dy1-6/Jydb, 6 Vi3-11/Dy6-13/J46b. En
algunas realizaciones, la Vi del anticuerpo anti-M-CSF contieae una o0 mda
substiluciones, deleciones o inserciomes (adiciones) de aminodcidos en relacién
con la secuencia de aminodcidos de Ia linea germinal. Bn algunas realizaciones, el
dominio variable de 1a cadena pesada comprende 1, 2,3, 4, 5,6,7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17 6 18 mutaciones dc la secuencia de aminodcidoa de 1a linca
germinal. En algunas realizaciones, la mutacién (las mutaciones) son
substituciones no conservativas en comparacién con la secuencia de aminodcidos

de Ia linca germinal. En algunas realizaciones, las mutaciones se encuentran en las
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regiones CDR de 1a cadena pesada. En algunas realizaciones, los cambios de
aminodcidos se efectiian en una o més posiciones iguales como las mutaciones con
respecto a la linea germinal en cualquiera o varies de las Vyy de los anticuerpos
252, 88, 100,3.8.3,2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8,10.3F, 9.7.21F, 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-CGH4, 9.14.4-Ser, 9,7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-C0O4, 8.10.3FG1 ¢
9.14.4G1. En otras realizaciones, los cambios de aminoicidos sc efectian en una o
mia de tas mismas posiciones, pero implican una mutecién diferente de aquella en
¢l anticuerpo de referencia.

J0135] En algunas realizaciones, s cadena pesada comprende una secuencia de
aminodcidos del dominio 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), 9.14.41 (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), 9.7.2C-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}, 9.144-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), 8.10.3-Ser (SEQ ID NO: 90), 8.10.3-CG4 (SEQ ID NO: 94), 8.10.3FG!
(SEQ ID NO: 98) § 9.14.4G1 (SEQ ID NO: 102), 6 dicha secuencia de
sminodcidos tiene hasta 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 subatituciones con aminodcidos
conservativos y/o un total de hasta 3 substituciones con aminodcidos no
conservativos. En algunas realizaciones, la cadena pesada comprende la secuencin
de sminodcidos desde el comienzo de la CDR1 hasta el final de Ia CDR3 de
cualquiera de los anticuerpos precedentes.

[0136] En algunas realizaciones, 1s cadens 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, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.21F, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser, 5.14.4C-
Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-C(32, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-CGA,
9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-8er, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 4 9.14.4G1, 6 dichas
regiones CDR tienen cada una menos de 8, menos de 6, menos de 4 0 menos de 3
substituciones con aminodcidos conservativos y/o un total de tres o menos




A
1

substituciones con aminoécidoa no conservativos.

[2137] En algunas realizaciones, 12 cadena pesada comprende una CDR3 de linea
germinal o anticuerpo, segilin lo descrito precedentemente, de una secuencia de
anticuerpo como descrita en ésta, y puede comprender inmbién las regiones CDR1
y CDR2 de una secuencia de linea germinal, o puede comprender una CDR1 y
CDR2 de uns secuencia de anticuerpo, cada una de las cualea es aeleccionada
independientemnente de 1 anticuerpo que comprende una cadena pesada de un
anticuerpo seleccionado entre 252, 88, 100, 3.8.3,2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 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 9.14.4G1. En otra realizacién, la cadena pesada
comprende una CDR3 de nuna secuencia de anticuerpo como descrits en ésta, y
también puede comprender las regiones CDR1 y CDR2, cada una de las cuales es
seleccionada independientemente de una regidn CDR1 y CDR2 de una regién
variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminodcidos de la
regién Vi seleccionada enire 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 6 102, § codificada por una
secuencia de dcidos nucleicos que codifica la regidn Vi seleccionada entre SEQ ID
NOS: 1, 5,9, 25, 29, 33, 37, 45,97 6 101, En otra realizaci6n, ¢l anticuerpo
comprende una cadena liviana como expuesta precedentemente y una cadena
pesada como expuesta precedentemente,

[0138] Un tipo de substitucidn de aminodcidos que puede efectuarse es cambiar
una o més cisteinas en ol anticuerpo, que pueden ser quimicamente reactivas, por
ofro residuo, tal como, sin limitacién, alanina o serina. En una realizacidn, se
efectda una subsiitucién de una cisteina no canénica. La substitucién puede
efectuarse en una regidn framework de un dominio variable o ea el dominio
constsnte de un anticuerpo. En otra realizacién, la cisteine es una regién no
candnica del anticuerpo.

[0139] Otro tipo de substitucidn de aminodcidos que puede efectuarse consiste en
remover cualquier sitio proteolitico potencial en ¢l anticuespo, particularmente
aquellos sitios que se encuentran en una regién CDR o famework de un dominio
variable o en ¢l dominio constante de un anticuerpo. La substitucidn de residucs de
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cisteina y la eliminacidn de sitios proteolfticos puede disminuir el riesgo de
cualquier heterogeneidad en el producto de anticuerpo y smmentar de este modo su
homogeneidad. Otro tipo de substitucién de aminodcidos consiste en la
climinacién de pares de asparagina-glicing, que forman sitios potenciales de
deamidacién, modificando uno o ambos residuos.

[0140] En algunas realizaciones, la lisina C-terminal de 13 cadena pesads del
anticuerpo anti-M-CSF de la invencidn no estd presente (Lewis D.A., ef al., Anal.
Chem, 66(5): 585-95 (1994)). En varias realizaciones de Iz invencién, las cadenas
pesada y liviana de los anticnerpos anti-M-CSF pueden incluir opcionalmente una
secuencia sefial.

[0141] En un aspecto, la invencién se refiere a snticuerpos monoclonales anti-M-
CSF humanos y a 1as lineas celulares producidas por ingenieria penética para
producirlos. La Tabla 1 enumera los identificadores de secuencia (SEQ ID NOS)
de los dcidos nucleicos que codifican la regién variable de las cadenss pesada y
liviana y las secuencias de aminoécidos previstas pare los anticuerpos
monoclonales: 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4,
8.10.3 y 9.7.2. Los anticuerpos variantes adicionales 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser,
8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 5.7.2-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 8.10.3FG1 6 9.14.4G1 pueden producirse
mediante métodos conocidos por los entendidos en el arte.

Tabls 1
ANTICUERPOS ANTI-M-CSEF HUMANOS -
TDENTIFICADOR DE SECUENCIAS -
(SEQIDNOS)" /<.
MAb Longitud complea
Pesado : 'Lfiiﬁ?::".
DNA | Proteina | DNA | Proicita,
252 ] 2 | 3 4
38 5 3 7
100 9 10 11 12
383 T4 16
213 18 20
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ANTICUERPOS ANTI-M-CSF-HUMANOS

TDENTIFICADOR DE SECUENCIAS

(SEQDNOS) *.

MAb Longitud completa -

Pessdo | . iviamo . .
DNA | Proteina [ DNA | Proteina

1.1201 2 ' 24
5.1441 | 25 | 26 27 28
9.14.4 37 | 38 27 28
9.144C-Ser 4 56
5.14.4CG2 7 56
5.164C04 78 56
9.14.4-Ser 2 27 28
5.144G1 | 101 | 102 27 28
B.103F | 29 | 30 3 2
3.103 2% | 30 a 7]
8.10.3CSer 58 60
5.1030G2 ) 60
8.10.3-Ser 50 3 A
$.10.3-CG4 54 60
8.103FGI | 97 | 98 3 32
97.2F | 33 | 34 35 36
572 T T 7 a8
9.7.2CSer 50 52
572002 33 7)
9.7.2-Ca4 ) 32
9.7.28er 86 47 m)

ti-

[0142] La clase y subclase de anticuerpos anti-M-CSF puede determinarse
mediante cualquier método conocido en el arte. En general, la clase y subclase de
un anticuerpo puede determinarse usando anticuerpos especificos para una clase y

23
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subclase particular del anticuerpo. Tales anticuerpos estin comercialmente
disponibles. La clase y subclase pucden determinarse mediante ELISA,
transferencia de Western, como asi lambién otras técnicas. Alternativamente, la
clase y subclase puede determinarse mediante la secuenciacién del total o de una
porcidn de los dominios constantes de las cadenas pesadas y/o livianas de los
anticuerpos, comparando sus secuencias de aminodcidos con las secuencias de
aminodicidos conocidas de varias clases y subclases de inmunoglobulinas, y
determinando la clase y subclase de los anticuerpos.
|0143] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-M-CSF ¢s un anticuerpo
monocional. Bl anticuerpo anti-M-CSP puede ser una molécula IgG, IgM, IgE, IgA
o IgD. En realizaciones preferidas, el anticuerpo anti-M-CSF e3 una subclase de
1gG1, 1gG2, IgG) 6 1gGA4. En ofras reslizacionea preferidas, el anticuerpo
pertenece a la subclase IgG2 o 1gG4. En otra realizacién preferida, el anticuerpo
pertencce a la subclase IgG1.

lectivi cj 1
[0144] En otro aspecto de la invencidn, los anticuerpos anti-M-CSF muestran
ambas, selectividad para especien y selectividad molecular. En algunas
realizaciones, el anticuerpo anti-M-CSF se liga 8 M-CSF humano, de mono
cynomologus y de ratén. Signien(io Ins ensefianzas de 1a memoria descriptiva,
puede determinarse ln selectividad para especies del anticuerpo anti-M-CSF
usendo métodos bien conocidos en ¢l arte. Por ejemplo, puede determinarse la
selectividad para especics usando transferencia de Western, FACS, ELISA, RIA,
un ensayo de proliferacidn celular o un ensayo de ligadura sl receptor de M-CSF.
En una realizacién preferida, puede determinarse Ia sclectividad 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 reslizaciones, ¢l anticuerpo anti-M-CSF no exhibe ninguna ligadura
especifica apreciable con otra proteina cualquiera distinta a M-CSF. Pucde
determinarse la selectividad del anticuerpo anti-M-CSF para M-CSF usando
métodos bien conocidos en el arte, siguiendo las enseflanzas de 1a memoria
descriptiva. Por ejemplo, puede determinarse la selectividad usando transferencia
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de Western, FACS, ELISA o RIA.

dentificaci -CSF oci r aptic j-M-

[0146] La invencién provee un anticuerpo monoclonal anti-M-CSF humano que
se liga 3 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 Kp como () un anticuerpo seleccionado
entre 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 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-CGA4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4,
8.10.3FG1 4 9.14.4G1; (b) un anticuerpo que comprende una regién variable do la
cadeng pesada que tiene una secuencia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2, §, 10,
14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94, 98 §
102; (c) un anticuerpo que comprende una regién varisble de la cadena liviana que
tiene una secuencia de aminodcidos de SEQ 1D NO: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36,
44, 43, 52, 56 6 60; (d) un anticuerpo que comprende ambas, una regién variable
de 1a cadena pesada como la definida en (b) y una ré}idn variable de la cadena
livisna como la definida en (c).

[0147] Puede determinarse si un anticuerpo se liga al mismo epftope, compite
pars ligarse con, compite en forma cruzada para ligarse con o tiene la misma Kp
como una anticuerpo anti-M-CSF usando métodos conocidos en ¢l arte. En una
realizacién, se permile que el anticuerpo anti-M-CSF de 1a invencidn 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 cs capaz de ligarse a M-
CSF simultineamente con el anticuerpo anti-M-CSF, entonces el anticuerpo de
cnsayo sc liga a un epitope diferente que el anticuerpo anti-M-CSF. Sin embargo,
si el anticuerpo de ensayo no es capaz de ligarse a M-CSF simulténcamente,
entonces el anticuerpo de ensayo se liga al mismo epitope, a un epitope solapado o
2 un epiiope gue se encuentra muy cerca del cpitope ligado por el anticuerpo anti-
M-CSF humano. Este experimento puede realizarse usando ELISA, RIA o FACS.
En una realizacién preferids, el experimento s¢ realiza usando BIACORE™:.

Afini li tic anti-M- irigidos 8 M-

[0148] En algunas realizaciones de la invenci6n, los anticucrpos anti-M-CSF sc
ligan a M-CSF con elcvada afinidad. En algunas realizaciones, ¢l anticuerpo anti-

}2%
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M-CSF se liga con M-CSF con una Kp de 1 x 107 M o menor. En otras
realizaciones preferidas, ¢l anticuerpo se liga 8 M-CSF con una Kp de 1 x10" M, 1
x10°M, 1 x10°M, 1 x 107" M, 1 x 10"* M o menor. Bn ciertas realizaciones, la
Kpes de | pM a 500 pM. En otras realizaciones, la Kp se encuentra entre 500 pM
y 1 uM. En otras realizaciones, 1a Kp sc encuentra cotre 1 pM y 100 nM. En otras
realizaciones, la Kp se encuentra entre 100 mM y 10 nM. En una realizacién min
mis preferida, e anticuerpo se lign a M-CSF con substancislmente la misms Kp
como un anticuerpo seleccionado entre 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41,
8.10.3F, 9.7.2F, 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 & 9.14.4G1. En otra realizacién preferida,
¢l anticuerpo se lige a M-CSF con substancislmente ia misma Xp comoun
enticuerpo que comprende una CDR2 de una cadena liviang y/o uns CDR3 de una
cadena pesada de un anticuerpo scleccionado entre 252, 88, 100, 1.8.3, 2.7.3,
1.120.1, 9.14.4L, 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 9.14.4(31. En min otra
realizacién preferida, el anticuerpo sc liga a M-CSF con substancialmente 1a
misma Kp como un anticuerpo que comprende una regién variable de 1a 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 4 102, o que
comprende una regidn veariable de cadena liviens que tiene una secuencis de
aminoiicidos de SEQ ID NO: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 6 60.
En otra realizacién preferida, el anticuerpo se liga 8 M-CSF con substancialmente
la misma Kp 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 aminodcidos de la regién V, de SEQ IDNO: 4, 8, 12,
16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 6 60, & que comprende uns CDR3, y puede
comprender opcionalmente una CDR1 y/o CDR2, de una regidn variable de
cadena liviana que tiene una secuencia de aminodcidog de la regién 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, 94, 98 6 102.
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[0149) En algunas realizaciones, ¢ anticuerpo anti-M-CSF tiene una baja
velocidad de disociacién. En algunas realizaciones, ¢l anticuerpo anti-M-CSF tiene
una korde 2,0 x 10 8! o menor. En otras realizaciones preferidas, el anticuerpo se
ligs @ M-CSF con uns kyr de 2,0 x 10¥ 0 una ko de 2,0 x 10 5! o menor, En
algunas realizaciones, la Ko ¢s substancialmente Ia misma como la de un
anticuerpo descrito en ésta, tal como un anticuerpo seleccionado entre 252, 88,
100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.21F, 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-CQ4, 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 9.14.4G1.
En algunas realizaciones, el anticuerpo se liga a M-CSF con substancialmente la
misma kyy cOmo un anticuerpo que comprende (a) una CDR3, y puede comprender
opcionalmente una CDR1 y/o CDR2, de una cadena pesada de un anticuerpo
seleccionado entre 252, 88, 100,3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4], 8.10.3F, 9.7.21F,
9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-C02, 9.7.2-
CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-C32, 9.14.4-CCG4, 9.14.4-Sex, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser,
8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 6 9.14.4Q1; o {b) una CDR2, y puede comprender
opcionalmente una CDRI y/o CDR3, de uma cadena liviana de un anticuerpo
seleccionado entre 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4], 8.10.3F, 9.7.2IF,
9.14.4,8.103,9.7.2, 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, 8.10.3FQ1 4 9.14.4G1. En algunas realizaciones, ¢l anticuerpo se liga
con M-CSF con substancialmente la misma ko como un snticuerpo que
comprende una regién 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; o que comprende una regién varisble 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 60. En otra realizacién preferida, el
anticuerpo se ligi 2 M-CSF con substancialmente la misma kqs 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 aminodcidos de ShQ IDNO: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48,
52, 56 & 60; & uma CDR3, y puede comprender opcionalmente una CDR1 y/o
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CDR2, de una regidn variable de la cadena pesada que tiene una secuencia de
aminoécidos de SBQ IDNO: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 46, 50, 54, S8, 62,
66, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 94,98 6 102.

[0150] La afinidad de ligadura y 1a velocidad de disociacién 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 sustencia a determinar) (por
¢jemplo, usando Ia tecnologfa BIACORE™), La velocidad de disociacién puede
medirse mediante resonancia en la superficie de un plasmén (surface plasmon
resonance). Preferentemente, la afinidad de ligadura y 12 velocidad de disociacién
se miden mediante resonancia en la superficie de un plasmén. Més
preferentemente, la afinidad de ligadura y la velocidad de disociacién se miden
usando In tecnologia BIACORE™, El Ejemplo VI sjemplifica un método para
determinar constantes de afinidad de anticuerpos monoclonales anti-M-CSF
mediante tecnologfa BIACORE™,

nhibicién de la activided M F mediante un aaticuerpo anti

Inhibicion de la ligadura de M-CSF a c-fms
[0151] BEn otra realizacién, la invencién provee un anticuerpo anti-M-CSF que
inhibe Ia ligadura de un M-CSF al receptor c-fms y bloquea o previcne la
activacién de c-fms. En una realizacién preferida, ¢l M-CSF ts un humano, En
otra realizacién preferida, el anticuerpo anti-M-CSF es un anticuerpo humano. La
ICso puede medirse mediante ELISA, RIA y cnaayos basados en células tales como
un ensayo de proliferacién celular, un ensayo de cambio de forma de monocitos de
Ia sangre o un ensayo de inhibicién de ligadura al receptor. En una realizacién, el
anticuerpo o una porcitn del mismo inhibe Ia proliferacién celular con una ICss no
mayor de 8,0 x 107 M, preferentemente no mayor de 3 x 107 M, o mis
preferentemente no mayor de 8 x 10 M, segtin lo medido mediante un ensayo de
proliferacién celular. En otra realizacién, Ia ICso medida mediante un ensayo de
cambio de forma de monocitos no es mayor de 2 x 10 M, preferentemente no
mayor de 9,0 x 107 M, 0 més prefercntemente no mayor de 9 x 10* M. En otra
realizacién preferida, Ia ICsp medida por un ensayo de ligadura al receptor no es

\e!
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mayor de 2 x 10 M, preferentemente no mayor de 8,0 x 10”7 M, o mis
preferentemente no mayor de 7,0 x 10 M. Los ejemploa ITN, IV y V ejemplifican
varios tipos de ensayos.
[0152] En otro aspecto, los anticucrpos anti-M-CSF de la invencién inhiben Ia
proliferacién celular de monocitos/macréfagos en respuesta a un M-CSF en al
menos 20%, miés preferentemente 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 0%, 8054,
85%, 90%, 95% 6 100% en comparacién con Ia proliferacién celular en la susencia
del anticuerpo.

2 ir antj If celul ducen gnticue
Inmunizacién
[0153] En algunas realizaciones, loy anticuerpos humanos se producen mediante
la inmunizacién de un animal no humano que comprende en su genoma algunos o
todoa los loci de la cadena pesada y cadena liviana de la inmunoglobuling 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 ratén transgénico producido por Medarex (Medarex, Inc.,
Princeton, NJ), ]
(0154] Los ratones XENOMOUSE™ gon cepas de ratdn producidas por
ingenieria genética que comprenden grandes fragmentas de loci de cadenas
pesadas y cadenas livianes de la inmunoglobulina humana y son deficientes para la
produccién de anticuerpos de ratén. Vea, por ¢jemplo, Green et al., Nature
Genetice 7:13-21 (1994) y Patentes U.S, 5.916.771, 5.939.598, 5.985.615,
5.998.209, 6.075.181, 6.091.001, 6.114.598, 6.130.364, 6.162.963 y 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 invencién provee un método para fabricar anticuerpos
anti-M-CSF a partir de animales no ratén, no humanos mediante la inmunizacién
de animales transgénicos no humanog que comprenden loci de immunoglobulina
humana con un antfgeno M-CSF. Tales animales pueden producirse usando los
métodos descritos en los documentos arriba citados. Loa métodos revelados en
estos documentos pueden ser modificados segln lo dedcrito en la Patente U.S.
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5.994.619. La patente U.S. 5.994.619 describe métodoa para producir nuevas
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
heterélogo. Las células CICM transgénicas pueden usarge 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 reslizaciones preferidas, los animales 10 humanos son
ratas, ovejas, cerdoa, cabras, ganado vacuno o caballos.

[0156] Los ratones XENOMOUSE™ producen un repertorio de anticuerpos
completamente humanos similares a los de humanos adultos y generan anticuerpos
humanos antigeno-especificos. Bn algunas realizaciones, los ratones
XENOMOUSE™ conticnen sproximadamente 80% del repertorio de genes V del
anticuerpo humano, mediante Ia introduccién de fragmentos del cromosoma
artificial de levadura (YAC) con configuracién de In linea germinal del tamafio
megabase de los loci de cadena pesada humana y los loci de cadena liviana kappa.
En otras realizaciones, los mtones XENOMOUSE™ contienen ademis
aproximadamente todo el locus de 1a cadena liviana lambda. Vea Mendez et al.,
Nature Genetics 15:146-156 (1997), Green y Jakobovits, J. Exp. Med. 188:483-495
(1998), y WO 98/24893, cuyns revelaciones estin incorporadas en ésta por
referencia.

[0157] En algunas realizaciones, los animales no humanos que comprenden
genes de inmunoglobulina humana son animales que tienen un “minilocus™ de
inmunoglobulina humana. En el enfoque de minilocus, se mimetiza un locus de Ig
exdgena mediante 1a inclusidn de genes individuales del locus de 1s Ig. De este
modo, uno o més genes Vy, uno o mis genes Dy, uno o mds genes Jy, un dominio
constante mu y un segundo dominio constante (preferenternents un dominio
constante ganuma) son conformados en una constroccidn par la insercién enun
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, 5.631.425, 5.661.016, 5.770.429, 5.789.650,
5.814,318, 5.591.669, 5.612.205, 5.721.367, 5.789.215 y 5.643.763, incorporadas
ésta por referencia.

[0158] En otro aspecto, la invencida provee un método para fabricar enticuerpos
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anti-M-CSF humanizados. En algunas realizaciones, animales no humanos se
inmunizan con un antigeno M-CSF, scgiin lo descrito mds abajo, bajo condiciones
que permilen la produccién de anticuerpos. Las células que producen anticuerpos
se aislan de los animales, sc fusionan con miclomas para producir hibridomas, yse
aislan dcidos nucleicos que codifican las cadenas pesada y liviana de un anticuerpo
anti-M-CSF de interés, Subsecuentemente, estos dcidos nucleicos se producen
mediante ingenieria genética usando técnicas conocidas por los entendidos en el
arte y descritas mds abajo, con el fin de reducir la cantidad de secuencias no
humanas, es decir, para humanizar el anticuerpo con ¢l fin de reducir la respucsta
inmune en humanos.

[0159] En algunas realizaciones, el antigeno M-CSF es un M-CSF aislado y/o
purificado. 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 realiziciones, el fragmento M-CSF es ¢l dominio 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 célula que expresa o
sobreexpresa M-CSF o un fragmento inmunogénico del mismo sobre su superficie.
En algunas realizaciones, ¢l antigeno M-CSF ea una proteina de fusién de M-CSF.
El M-CSF puede ser purificado a partir de fuentes naturales ussndo técnicas
conocidas. E]1 M-CSF recombinente estd disponible comercialmente.

[0160] La inmunizacién de animales puede efectuarse mediante cualquier
método conocido en el arle. Ves, por ejemplo, Harlow y Lane, Anatfbodies: A
Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Presa, 1990. Métodos para
inmunizar animales no humanos tales como ratones, ratas, ovejas, cabras, cerdos,
ganado vacuno y caballos son bien conocidos en el arte. Vea, por ejemplo, Harlow
y Lane, supra, y Patente U.S. 5.994.619. En una realizacién preferida, el antigeno
M-CSF sc administra con un adyuvante pars estimular la respuesta inmune.
Adyuvantes tipicos incluyen al adyuvante de Freund completo o incompleto, RIBI
(didéptidos de muramilo) o ISCOM (complejos inmunocstimulantes). Tales
adyuvantes pucden proteger al polipéptido de una dispersi6n ripida,
secuestrdndolo en un depdsito local, o pueden contener substancia que estimulan al
hospedante para segregar factores que son quimiotécticos para macrofagos y otros



componentes del sistema inmune. Preferentemente, cuando se administra un
polipéptido, el plan de inmunizacién implicaré dos 0 més administraciones det
polipéptido repartidas en varias semanas. El Ejemplo I ejemplifica un método para
producir anticuerpos monoclonsles anti-M-CSF en ratones XENOMOUSE™,
Produccidn de anticuerpos y lineas celulares que producen anticuerpos

[0161] Después de la inmunizacién de un animal con un ant{geno M-CSF,
pueden obtenerse del animal anticuerpos y/o células que producen anticuerpos. En
algunas realizaciones, se obtiene del animal un suero que contiene el anticuerpo
anti-M-CSF desangrando o sacrificando al animal. El suero puede usarse tal como
se obtiene del enimal, puede obtenerse una fraccién de inmunoglobulina del mismo
o pueden purificarse anticuerpos anti-M-CSF del suero.

{0162] En slgunas realizaciones, se preparan lineas celulares inmortalizadas que
producen anticuerpos a partir de células aisladas del animal inmunizado. Después
de la inmunizacién, el animal se sacrifica y se inmortalizan células B del nodo
linfiitico y/o bazo. Loa métados para inmortalizar células incluyen, pero no estin
limitados a, transfectar Ins células con oncogenes, infectarias con un virus
oncogénico, cultivarlas bajo condiciones selectivas para células inmortalizadas,
someierlas a compuestos carcinogénicos o mutantes, fusionarlas con una célula
inmortalizada, por ejemplo, una célula de micloma, ¢ inactivar un gen supresor de
tumores. Vea, por ejemplo, Harlow y Lane, supra. Cuando se usa fusién con
células de micloms, las células de micloma preferentemente no segregan
polipéptidos de inmunoglobulina (una linea celular no secretoria). Las células
inmortalizadas s¢ rastrean usando M-CSF, ima porcién del mismo o una célula que
expresa M-CSF. En una realizacién preferids, la seleccidn inicial s¢ realiza usando
un inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) o un radioinmunoensayo. Un ¢jemplo
de rastreo con ELISA se provee en WO 00/37504, incorporado en ésta por
referencia.

[0163] Las células que producen anticuerpos anti-M-CSF, por ¢jemplo,
hibridomas, son seleccionadas, clonadas y rastreadas adicionalmente para obtener
caracterfsticas deseables, incluyendo crecimiento robusto, ¢levada produccién de
anticuerpos y caracteristicas deseables del anticuerpo, segiin lo discutido mis
abajo, Los hibridomas pueden expanderse in vivo en animeles-singénicos, en



-45. \(6@

animales que carecen de un sistema inmune, por ejemplo, ratones desnudos, o
un cultivo celular in vitro. Métodos de seleccién, clonacién y expansidn de
hibridomas son bien conocidos per los entendidos en el arte.

[0164] En una realizacién preferida, ¢! animal inmunizado es un animal no
bumano que expresa genes de inmunoglobulina humana, y las células B del bazo
sc fusionan con una linea celular de micloma de la misma especie del animal no
humzno. En una realizacién mis preferida, el animal inmunizado es un animal
XENOMOUSE" y Ia linca celular del mieloma es un mieloma de ratén no
secretario. Bn una realizacién atin mis preferida, la linea celular del mieloma es
P3-X63-AG8-653. Vea, por ¢jemplo, Ejemplo L.

[0165] Por lo tanto, en una realizacién, 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 que comprenden (a) inmunizar
un animal transgénico no humano descrito en ésta con M-CSF, una porcién de M-
CSF o una célula o tejido que expresa M-CSF; (b) esperar que el animal
transgénico tenga una respuesta inmune a M-CSF; (c) aislar linfocitos B de un
animal transgénico; (d) inmortalizar los linfocitos B; (e) crear poblaciones
monoclonales individuales de los linfocitos B inmortalizados; y (f) rastrear los
linfocitos B inmortalizados para identificar un anticuerpo dirigido a M-CSF.
[0166] En otro aspecto, la invencién provee hibridomas que producen un
anticuerpo anti-M-CSF humano. En una realizacién preferida, los hibridomas son
hibridomas de ratén, segin lo descrito anteriormente. En otras realizaciones, los
hibridomas se producen en una especie no humana, no ratén, tales como ratas,
ovejas, cerdos, cabras, vacunos o caballos. En ot realizacién, los hibridomas son
hibridomas humanos.

{0167] En otra realizacién preferida, se inmuniza un animal transgénico con M-
CSF, se aislan células primarias, por gjemplo, células del bazo o de sangre
periférica del animal transgénico inmunizado y se identifican células individuales
que producen anticucrpos especificos para el antigeno deseado. De cada célula
individual s aisla mRNA poliadenilado y sc realiza reaccién en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) con transcripcién inverss, usando cebadores sentido que
hibridan con secuencias de la regién variable, por cjemplo, ccbadores degenerados
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que reconocen ]a mayorfa o todas las regiones FR1 de genes del dominio variable
de cadena pegada y liviana humana, y cebadores antisentido que hibridan con
sccuenciaa de regién constante o flanqueante, Luego, cDNAs de las regiones
varisbles de cadena pesada y liviana se clonan y se expresan en cualquier célula
hoepedante adecuada, por ejemplo, una célula de mieloma, como anticucrpos
quiméricos con regiones comstantes de la inmunoglobulina respectiva, tales como
la cadona pesada y dominios constantes x 6 A. Vea Babcook, 1.S. et af., Proc. Natl.
Acad, Sct. USA 93:7843-48, 1996, incorporados en ésta por referencia. Luego, los
anticuerpos anti-M-CSF pueden identificarse y siglarse segiin lo descrito en &sta.
[0168] En otra realizacidn, pueden usarse técnicas de exhibicién en fagos para
proveer bibliotecas que contienen un repertorio de anticuerpos con afmidades
variadas para M-CSF. Para la produccidn de tales repertorios, no es necesario
inmortalizer Jas célulag B del animal immunizado. Mis bien, las célulss B primarias
pucden usarse directamente como fuente de DNA. La mezcla de cDNAs obienida a
partir de c€lulas B, por ejemplo, derivada de bazos, sc usa para preparar una
biblioteca de expresién, por ejemplo, una biblioteca de exhibicidn en fagos
transfectada en £. coll. Las células resultantes se ensayan por inmunoreactividad a
M-CSF. Las técnicas para Ia identificacién de anticuerpos humanos de alta
afinidad a partir de tales bibliotecas se describen en Griffiths e; al., EMBO J.,
13:3245-3260 (1994); Nissim et al., 1bid, pp. 692-698 y por Griffiths et al., ibid,
12:725-734, Finalmente, se identifican clones de la biblioteca que producen
afinidades de ligadura de une magnitud descada para ¢l antigeno y se recupern el
DNA que codifica el producto responsable pars tal Ligadura, DNA que sc manipula
para expresién recombinante estindar. También pueden construirse bibliotecas de
exhibicién en fagos usando secuencias nucleot{dicas prevismente manipuladas y
rastreadas de un modo similar. Generalmente, los cDNAs que codifican cadenas
pesadas y livianas se proveen en forma independiente o ligados para formar
andlogos del gen Fv para Ia produccién en la biblioteca de fagos.

[0169] Luego, la biblioteca de fagos se rastrea por los anticuerpos con las
afinidades mayores para M-CSF y se recupera ¢l material genético del clon
apropiado. Ciclos adicionales de rastreo pueden aumentar 1a afinidad del
anticwerpo original aislado.
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[0170]  En otro aspecto, la invencién provee hibridomas que producen un
anticuerpo anti-M-CSF humano. En una realizacién preferida, los hibridomas son
hibridomas de ratén, segiin 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 realizacién, los hibridomas son
hibridomas humanaos.

Acidos nucleicos

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

[0172] En algunas realizaciones, la molécula de dcido nucleico que codifica el
dominio variable de la cadena liviana comprende un gen V. L5, O12, L2, B3, A27
humano y un gen Jx1, Jx2, Ji3 o Jx4.

[0173] En algunas realizaciones, la molécula de dcido nucleico que codifica la
cadena liviana codifica una secuencia de aminodcidos que comprende 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 6 10 mutaciones de la secuencia de aminodcidos de la linea germinal. En
algunes realizaciones, la molécula de dcido nucleico comprende una secuencia
nucleotidica que codifica una secuencia de aminoicidos V., que comprende 1, 2, 3,
4,5, 6,7, 8,9 4 10 substituciones con aminodcidoa conservativos y/o 1,26 3
substituciones no conservativas en comparacién con la secuencia de la linca
germinal. Las subatituciones pueden encontrarse en las regiones CDR, las regiones
framework o en ¢l dominio constante.

[0174] En algunas realizaciones, la molécula de dcido nucleico codifica una
secuencia de aminodcidos Vi que comprende una o mis variantes en comparacion
con la secuencia de Ia linea germinal que son idénticas a las variaciones
encontradas en la VL de uno ds los anticuerpos 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1,
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9.14.41, B.10.3F, 9.7.21F, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-
Ser, 8.10.3-C(2, 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 9.14.4G1.

[0175] En algunes realizaciones, la molécula de dcido nucleico codifica al menos
tres mutaciones de aminodcidos en comparacién con 1a secuencia de 1a Ifnea
germinal encontrada en la Vy, de uno de los anticuerpos 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3,
1.120.1,5.144,8.10.3, 6 9.7.2.

[0176] En algunas realizaciones, Ia molécula de écido nucleico comprende una
secuencis nucleotidica que codifica 1a secuencia de aminodcidos Vi, del anticuerpo
monoclonsl 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), 9.14.41
(SEQ ID NO: 28), 8.10.3F (SEQ ID NO: 32), 9.7.2IF (SEQ ID NO: 36), 9.144
(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: 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: 28), 9.7.2-Ser (SEQ [D NO: 48), 8.10.3-Ser (SEQ ID NO: 44),
8.10.3-CG4 (SEQ ID NO: 60), 8.10.3FG1 (SEQ ID NO: 32) 6 5.14.4G1 (SEQ ID
NO: 28), o una porcién del mismo. En slgunas realizaciones, dicha porcién
comprende el menos la regidén CDR2, En algunas realizaciones, el dcido nucleico
codifica 1a secuencia de aminodcidos de las CDRs de la cadena liviana de dicho
anticuerpo. Bn algunas realizaciones, dicha porcién es una porcién contingua que
comprende CDR1-CDRA. '

[0177] En algunas realizaciones, 1a molécula de 4cido nucleico comprende una
secuencia nucleotldica que codifica la secuencia de aminodicidos de cadena livisna
de una de SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 6 60. En
algunas realizaciones preferidas, 1a molécula de dcido nucleico comprende la
secuencia nucleotidica de la cadenna liviama de SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 27, 31, 35,
43 647, o una porcién de la mizma.

[0178] En algunas realizaciones, la molécula de dcido nucleico codifica una
secuencia de aminodcidos Vi que es al menos 70%, 75%., 80%, 85%, 90%, 95%,
97%, 98% & 99% idéntica a una secuencia de aminodcidos V, mostrada en 1a



Figura 1 0 a una secuencia de aminoéicidos V. de cualquiera de los anticuerpos
252, 88, 100, 3.8.3,2.7.3, 1.120.1, 9,14 41, 8.10.3F, 9.7.21F, 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, 5.14.4-
CQ2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-8er, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 &
9.14.4G1, 0 a una aecucncia de aminodcidos de cualquiera de SEQ ID NOS: 4, 8,
12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 6 60. Las moléculas de dcido nucleico de
la invencién incluyen dcidos nucleicos que hibridan bajo condiciones altamante
exigentes, tales como aquellas descritas precedenternente, con una secuencia de
tcido nucleico que codifica la secuencia de amino#cidoa de cadena liviena de SEQ
IDNOS: 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 6 60 6 que tiene la
secuencia de dcido nucleico de 1a cadena liviana de SEQ IDNOS: 3, 7, 11, 27, 31,
35,436 47.

[0179] En otra realizacidn, ¢l dcido nucleico codifics una cadena liviana de
longitud completa de un anticuerpo seleccionado entre 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3,
1.120.1,9.14.41, 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-C34, 9.144-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 9.14.4G1, o una cadena
liviana que comprende la secuencia de aminodcides de SEQ ID NOS: 4, 8, 12, 16,
20,24, 28,32, 36, 44, 48, 52, 56 6 60 y une regién constanie de una cadens liviana,
0 una cadena liviana que comprende una mutacidn. Ademds, el dcido nucleico
puede comprender la secuencia nucleotidica de cadena liviana de SEQ ID NOS: 3,
7. 11,27, 31, 35, 43 6 47 y |a secuencia nucleotidica que codifica una regidn
constante de una cadena liviana, o una molécula de 4cido nucleico que codifica una
cadena liviana que comprende una mutacién,

|0180) En otra realizaciém preferida, Ia molécula de dcido nucleico codifica el
dominio variable de la cadena pesada (Vi) que comprende una secuencia del gen
Vi 1-18, 3-33, 3-11, 3-23, 348 § 3-7 humano o una secuencia derivada del miamo.
En varias realizaciones, la molécula de écido nucleico comprende un gen Vy; 1-18
humano, un gen Dy4-23 humano y un gen Jyé humano; un gen Vi 3-33 mmano,
un gen Dy1-26 humano y un gen Jy4 humano; un gen Vi 3-11 humano, un gen
Dy7-27 humano y un gen Jy4 humano; un gen Vy 3-11 humano, un gen Dy 7-27
humano y un gen J6 humano; un gen Vyy 3-23 humane, un gen Dy1-26 humano y
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un gen Jy4 humano; un gen Vy 3-7 humano, un gen Dy6-13 humeno y un gen Jp4
humano; un gen Vi3-11 humnano, un gen Dy;7-27 humano, y un gen Jidb humano;
un gen Vy3-48 humano, un gen Dy1-26 humano, y un gen Jidb humano; un gen
Vu3-11 humano, un gen Dy6-13 humano, y un gen J;6b humano, o una secuencia
derivada de los genes humanos.

{0181] En algunas realizaciones, la molécula de dcido 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 6 18 mutaciones en comparacidén con la secuencia de aminodcidos de la
linea germinal de los genes V, D o J humanos. En algunas realizaciones, dichas
mutaciones sc encuentran en la regién Vy;. En algunas realizaciones, dichas
mutaciones sc encuentran en las regiones CDR,

[0182] En algunas realizaciones, la molécula de dcido nucleico codifica una o
miis mutaciones de aminodcidos en comparacién con la secuencia de la linea
germinal que son idénticas a mutaciones de aminoécidos encontradas en la Vy del
anticuerpo monoclonal 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 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-CQ2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CQ2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser,
8.10.3-CG4, 8.10.3F(1 6 9.14.4G1. En algunas realizaciones, el écido nucleico
codifica sl menos tres mutsciones de aminodcidos en comparacién con las
sccuencias de la linea germinal que son idéaticas a al menos tres mutaciones de
aminodcidos encontradas en uno de los anticuerpos monoclonales arriba
enumerados.

[0183] En algunas realizaciones, la molécula de écido nucleico comprende una
secuencia nucleotidica que codifica al una porcitn de la secuencia de
aminodcidos Vy del anticuerpo 252 (SEQ 1D NO: 4), 88 (SEQ ID NO: 8), 100
{SEQ ID NO: 12), 3.8.3 (SBEQ ID NO: 16), 2.7.3 (SEQ ID NO: 20), 1.120.1 (SEQ
ID NO: 24), 9.14.41 {(SEQ ID NO: 28), 8.10.3F (SEQ ID NO: 32), 9.7.2IF (SBQID
NO: 36), 9.14.4 (SEQ 1D NO: 28), 8.10.3 (SEQ ID NO: 44), 9.7.2 (SEQ ID NO:
48), 9.7.2C-Ser (SBQ ID NO: 52), 9.14.4C-Ser (SEQ ID NO: 56), 8.10.3C-Ser
(SEQ ID 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 (SEQID
NO: 56), 5.14.4-Ser (SEQ ID NO: 28), 9.7.2-Ser (SBQ ID NO: 48), 8.10.3-Ser
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(SBQ ID NO: 44), 8.10.3-CG4 (SEQ ID NO: 60), 8.10.3FG1 (SEQTD NO: 32) 6
9.14.4G1 (SEQ ID NO: 28), o dicha secuencia que tiene mutacionea de
aminodcidos conservalivos y/o un total de tres o menos substituciones con
aminodcidos no conservativos. En varias realizaciones, la sccuencia codifica una o
mis regiones CDR, preferentemente una regién CDR3, todas las tres regiones
CDR, una porcién contigua incluyendo CDR1-CDR3 o la region Vi entera.

[0184] En algunas realizaciones, la molécula de dcido nucleico comprende una
sccuencia nucleotidica de cadena pesada que codifica Ia secuencia de aminodcidos
de una 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, En algunas realizaciones preferidas, la
molécula de écido nucleico comprende al menos una porcién de la secuencia
nucleotfdica de cadena pesads de SEQ ID NO: 1, §, 9, 25, 29, 33, 37, 45, 97 6 101,
En algunas realizciones, dicha porcién codifica Ia regién Vi, una regién CDR3,
todas las tres regiones CDR, o una regién contigua que incluye CDR1-CDR3.
[0185] En algunas realizaciones, la molécula de dcido nucleico codifica una
secuiencia de aminodcidos Vy que ¢ al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,
97%, 98% & 99% idéntica a les secuencias de aminodcidos Vi mostradas en la
Figura 4 § a una secuencia de aminoécidos 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 6
102. Las moléculas de dcido nucleico de la invencién incluyen écidos nucleicos
que hibridan bajo condiciones aliamante exigentes, tales comno aguellas descritas
precedentemente, con una secuencia nucleotidica que codifica la secuencia de
aminodicidos de cadena pesada de SEQ D NOS: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38,
46, 50, 54, 58, 62, 65, 70, 74, 78, 82, BG, 90, 94, 98 & 102, o que tiene la secuencia
nucleotidica de SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 25, 29, 33, 37, 45,97 6 101.

[0186] En otra reslizacidn, el 4cido 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, 9.14.41, 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-CC4, 9.14.4-
Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG! 5 9.14.4G1, o una cadena
pesada que tiene la secuencia de aminodcidos 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 6 102 y una
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regién constante de una cadena pesada, o una cadena pesada que comprende una
mutacién. Ademds, el écida nucleico puede comprender la secuencia nucleotidica
de cadena pesada de SEQ ID NOS: 1, 5, 9, 25, 29, 33, 37, 45,97 6 101 yuna
secuencia nucleotidica que codifica una regién constante de una cadena liviana, o
una molécula de écido nucleico que codifica una cadena pesada que comprende
una mutscién.

[0187] Una molécula de 4cido nucleico que codifica la cadena pesada o cadena
liviana entera de un anticuerpo anti-M-CSF o porciones de la misma puede aislame
de cualquier fuente que produce tal anticuerpo. En varias realizaciones, las
moléculas de dcido nucleico se aislan de una célula B aislada de ym animal
inmunizado con M-CSF o de una célula inmortalizada derivada de una célula B tal
gque cxpresa un anticuerpo anti-M-CSF. Métodos pam aislar mRNA que codifica
un anticuerpo son bien conocidos por el arte. Vea, por ejemplo, Samnbrook ef al. El
mRNA puede usarse para producir cDNA a ser utilizado en la reaccidn en cadena
de la polimerasa (PCR) o en Ja clonacién con cDNA de genes del anticuerpo. En
una realizacién preferida, 1a molécula de dcido nucleico se aisla de un hibridoma
que tiene como uno de sus compafieros de fusién una célula de un snimal
transgénico no humano que produce una inmunoglobuline humans, En una
realizacién atn més preferida, la célula que produce inmunoglobulina humana se
gisla de un animal XENOMOUSE"™. En otra realizacitn, la célula que produce
inmunoglobulina humana es de un animal transgénico no humano, no ratén, segin
lo deserito precedentemente. En otra realizacion, e] dcido nucleico se aisla de un
animal no transgénico, no humano. Las moléculas de écido nucleico aisladss de un
snimal no humano, no transgénico pueden usarse, por ejemplo, para anticuerpos
humanizados.

[0188] Bn algunas realizaciones, un cido nucleico que codifica una cadena
pesada de un anticuerpo anti-M-CSF de la invencién puede comprender una
secuencia nucleotidica que codifica un dominio Vy de la invencién unido en el
marco de lecturs con una secuencia nucleotidica que codifica un dominio constante
de cadens pesada de cualquier fuente. Similarmente, una molécula de dcido
nucleico que codifica una cadena liviana de un anticuerpo anti-M-CSF de la
invencién puede comprender una secuencia nucleotidica que codifica un dominio
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V. de¢ |a invencién unida en el marco de lectura con una secuencia nucleotidica que
codifica un dominio constante de cadena liviana de cualquier fuente.

{0189] En un aspecto adicional de la invencién, las moléculas de dcido nucleico
que codifican el dominio variable de las cadenas pesadas (Vi) y/o livianas (V) sc
“convierten” en genes del anticuerpo de longitud completa, En una realizacién, [as
moléculas de dcido nucleico que codifican los dominiog Vi 0 Vi se convierten en
genes del anticuerpo de longitud completa mediante la insercién en un vector de
expresion que ya codifica dominios constantes de cadena pesada (Cy) o dominios
constantes de cadena liviana (C1 ), respectivamente, de modo que el segmento Vi
se liga operativamente al segmento (a los segmentog) Cyy dentro del vector, y el
segmento V), se ligs operativamente al segmento C;. dentro del vector. En otra
realizacién, moléculas de écido nucleico que codifican los dominios Vy y/o V), se
convierten en genos del anticuerpo de longitud completa, enlazando, por ejemplo,
ligando, una molécula de deido nucl_eieo que codifica dominios Vi y/o Vi, con una
molécula de dcido nucleico que codifica un dominio Cy; y/o Cy, usando técnicas
estindar de biologfa molecular. Bl arte conoce secuencias de #cido nucleico de
genes del dominio constante de cadenas pesadas y livianas de Ia inmunoglobulina
humana. Ves, por ejemplo, Kabat et al, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5° Bd., NTH Publ. No. 91-3242, 1991. Luego, molécnlas de dcido nuclcico
que codifican las cadenas pesudas y/o livianas de longitud completa pueden ser
expresadas por una célula en la cusl han sido introducidas y el anticuerpo anti-M-
CSF puede ser aiglado.

[0190] Las moléoulas de dcido nucleico pueden usarse pars expresar
recombinantemente grandes cantidades de anticucrpos anti-M-CSF. Las moléculas
de écido nucleico ambién pueden usarse pary producir anticuerpos quiméricos,
anticuerpos biespecificos, anticuerpos de cadena simple, inmunoadhesinas,
diacuerpos, anticuerpos mutados y derivados de anticuerpos, segiin lo descrito mis
gbajo. Si las moléculas de dcido nucleico se derivan de un animal no humano, no
transgénico, las moléculas de dcido nucleico pueden usamse para la humanizacién
de anticuerpos, también segiin lo descrito mis abajo.

{0191} En otra reslizacién, se vap nna molécuta de dcido nucleico de la invencidn
como sonda o cebador PCR para uns sccuencis capecifica del anticuerpo. Por
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cjemplo, el dcido nucleico puede usarse como sonda en métodos diagnésticos o
como cebador PCR para amplilicar regiones de DNA que pueden ser usados, inter
alia, para aislar moléculas de dcido nucleico adicionales que codifican dominios
variables de anticuerpos anti-M-CSF. En algunas realizaciones, las moléculas de
écido nucleico son oligonucledtidos. En algunas realizaciones, los oligonucledtidos
pertenecen a regiones altamente variables de las cadenas pesadas y livianas del
anticuerpo de interés. En algunas realizaciones, los oligonucledtidos codifican el
total o una parte de una o més de las CDRs del snticuerpo 252, 88, 100, 3.8.3,
2.7.3 6 1.120.1 o variantes del migmo descritas en ésta,

Vectores

[0192] La invencién provee vectores que comprenden moléculas de dcido
pucleico que codifican Ia cadena pesada de un anticuerpo anti-M-CSF de 1a
invencidn o ung porcidn que Jiga antigeno del mismo. La invencién también
provee vectores que comprenden moléculas de dcido nucleito que codifican la
cadena liviana de tales anticuerpos o porcidn que liga antigeno de los mismos. La
invencién provee ademds vectores que comprenden moléculas de dcido nucleico
que codifican proteinas de fusién, 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 insertnndo DNAs que codifican cadenas
livianas y pesadas de longitud parcial o completa, obtenidos segiin lo descrito
precedentemente, en vectores de expresgién, de modo que los genes ge ligan
operativamente con secuencias de control de expresidn necesarias tales como
secuencias de control de transcripcién y traduccién. Los vectores de expresion
incluyen plismidos, retrovirus, adenovirus, virus adeno-asociados (AAV), virus de
plantas tales como virus del mosaico de coliflor, virus del mosaico de tebaco,
cdsmidos, YACs, episomnas derivados de EBV y similares. El gen del anticuerpo cs
ligado dentro de un vector de modo que secuenciaa de control de transeripcién y
traduccién dentro del vector pueden ejercer su funcién de regular la transcripeién y
traduccién del gen del anticuerpo. Bl vector de expresion y las sccucncias de
control de expresidn se eligen de modo que sean compatibles con la célula
hespedante usada para la expresién, El gen de la cadena liviana del anticuerpo y ¢l
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gen de la cadena pesada del anticuerpo pueden insertarse en vectores separados,
En una realizacién preferida, ambos genes sc insertan en ¢l mismo vector de
expresién. Los genes del anticuerpo se insertan en el vector de expresién mediante
métodos estdndar (por ejemplo, ligadura de sitios de restriccidn complementarios
cn el fragmento génico del anticuerpo y el vector, o ligadura con formecién de
exiremos romos si no existen sitios de restriccién).

[0194] Un vector conveniente es un vector que codifica una secuencia Cy 0 Cp
funcionalmente completa de la inmunoglobulina humana, con sitios de restriccién
apropiados construidos por métodos de ingenieria genética de modo que cualquier
secuencia Vi o Vi, puede ser insertada y expresada ficilmente, segiin lo descrito
precedentemente. En tales vectores, el corte y empalme se produce usualmente
entre el sitio dador de corte y empalme en la regién J insertada y el sitio aceptor de
corts y empalme que precede ¢l dominio C humano, y también se produce en las
regiones de corte y empalme que existen dentro de los exones del Cy humano. La
poliadenilacién y terminacién de la transcripcién se producen en sitios
cromosomales nativos corriente abajo de las regiones de codificacién. El vector de
expresién recombinante también puede codificar un péptido seflal que facilita la
secrecién de la cadena del anticuerpo por una célula hospedante. El gen de la
cadena del anticuerpo puede ser clonado en el vector de modo que el péptido seilal
sea ligado en el mareo de lectura con ¢l terminal amino de la cadena de
inmunoglobulina. El péptido sefial puede ser un péptido sefiel de inmunoglobulina
o un péptido sciial heterélogo (es decir, un péptido sefial de una proteina que no
sea una inmunoglobulina).

[0195] Ademis de los genes de la cadena del anticuerpo, los vectores de
expresién recombinantes de la invencién llevan secuencias regulatorias que
controlan la expresién de los genes de la cadena del anticucrpo en una célula
hospedante. Serd apreciado por los entendidos en el arte que el diseflo del vector
de expresidn, incluyendo la seleccién de secuencias regulatorias, puede depender
de factores tales como 1a eleccién de la célula hospedante a ser transformada, el
nivel de expresién deseado de la proteina, etc. Secuencias regulatorias preferidas
para la expresién en células hospedantes mamiferas incluyen elementos virales que
dirigen altos niveles de expresién de protelna en células mamiferas, tales como
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promotores y/o intensificadores derivados de secuencias largas terminales
repetides (LTRs) de retrovirus, citomegalovirus (CMV) (tal como el
promotor/intensificador de CMV), Virus Simian 40 (SV40) (tal como el
promotor/intensificador de SV40, adenovirus, (per ejemplo, ¢l promotor principal
tardio de adenovirus (adenovirus major late promoter = AMLP)), polioma y
promotores fuertes de mamiferos tales como promotores de inmunoglobulina
natural y actina. Para una descripcién adicional de elementos regulatorios virales y
sccuencias de los mismos vea, por ejemplo, las Patentes U.S. Nos. 5.168.062,
4.510.245 y 4.968.615. Los métodos para expresar anticuerpos en plantas,
incluyendo una descripcién de promotores y vectores, coma asf también los
métodos para la transformaci6n de plantas son conocidos por el arte, Vea, por
ejemplo, 1a Patente U.S. 6.517.529, incorporada en ésta por referencia. Los
métodos para expresar polipéptidos en células bacterianas o células fimgicas, por
ejemplo, células de levadura, también son bien conocidos por el arte.

[0196] Ademis de genes de cadenas de anticuerpos y de secuencias regulatorias,
loa vectores de expresién recombinantes de In invencién pueden llevar secuencias
adicionales, tales como secuencias que regulan 1a replicacién del vector en células
hospedantes (por ejemplo, origenes de replicacién) y genes marcadores de
seleccién. El gen marcador de seleccién facilita la scleccién de las células
hospedantes en las cuales se introdujo ¢l vector (vea, por ¢jemplo, Patentea U.S.
Nos. 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017). Por ejemplo, tipicamente el gen marcador
de scleccién confiere resistencia a drogas, tales como G418, higromicina o
metotrexato, en una célula hospedante en Ia cual se introdujo el vector. Genes
marcadores de scleccién proferidos incluyen el gen dihidrofolato reductasa
(DHFR) (a ser usado en células hospedantes dhfr con seleccidn/amplificacién de
metotrexato), €l gen de resistencia a neomicina (pam 1a seleccién de G418) y el
gen glutamato sintetasa.

Céulas hospedantes no hibridoma y métodos recombinantes para producir
proteinas

[0197] Moléculas de dcido nucleico que codifican anticuerpos anti-M-CSF y
vectores que comprenden estas moléculas de dcido nucleico pueden usarse para la
transfeccién de una célula hospedante mamifera, vegetal, bacteriana o de levadura
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adecuada. La transformacién pucde realizarse mediante cualquier método
conocido para introducir polinuclestidos en una céluls hospedante. Métodos para
la introduccién de polinucledtidos heterélogos en células mamiferas son bien
conocidos por ¢l arte ¢ incluyen tranafeccién mediada por dextrano, precipitacién
con fosfato de calcio, transfeccién mediada por polibreno, fusién de protoplasto,
electroporacion, encapsulacidn del (de los) polinucledtido(s) en liposomas, y
microinyeccién directa del DNA en micleos. Ademds, moléculas de 4cido nueleico
pucden introducirse en células mamiferas mediante vectores virales, Métodos para
1a transformacidn de células son bien conocidos por el arte, Vea, por ejemplo,
Patentes U.S. Nos. 4.399.216, 4.912.040, 4,740.461 y 4.959.455 (patentes que son
incorporadas en ésta por referencia). Métodos de transformacién de células
vegetales son bien conocidos por el arte, incluyendo, por ejemplo, transformacién
mediada por agrobacterium, transformacién biolistica, inyeccién directa,
electroporacién y transformacién viral. Métodos pera transformar células
bacterianas y de levadura también son bien conocidos por el arte.

[0198] Lineas celulares mamiferas disponibles como hospedantes para la
expresidn son bien conocidas por el arte ¢ incluyen muchas lineas celulares
inmortalizadas disponibles en la coleccién American Type Culture Collection
(ATCC). -Estas lineas celnlares incluyen, inter alia, células del ovario del hamster
chino (Chinese hamster ovary (CHO) cells), células NSO, células SP2, células
HeLag, células de rifién do la cria de hamster (baby hamater kidney (BHK) cells),
células de rifidn de mono verde africano (COS), células del carcinoma
hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2), célulan A549 y un niimero de otras
lineas celulares. Lineas celulares de preferencia particular se seleccionan
determinando aquellas lineas celulares que tienen elevados niveles de expresién,
Otras Hneas celulares que pueden usarse son lincas celulares de insectos, tales
como células S9. Cuando se introducen vectores de expresion recombinantes que
codifican genes de anticuerpos en células hospedantes mamiferas, los anticuerpos
son producidos cultivando las células hospedantes durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir la expresi6n del anticuerpo en las células hospedantes o,
més preferentemente, mediante 12 secrecién del anticuerpo en el medio del cultivo
en ¢l cual sc cultivan las células hospedantes. Los anticuerpos pueden recuperarse
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de) medio de cultivo usando métodos esténdar para I purificacitn de proteinas.
Células vegetales hospedantes incluyen, por ejemplo, Nicotiana, Arubidopsis,
lenteja de agua (duckweed), maiz, trigo, papa, ctc. Células hospedantes bacterianas
incluyen las especies E. coli y Streptomyces. Células hospedantes de levadum
incluyen Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae y Pichia
pastoris,

[0199] Ademis, la expresidn de anticuerpos de la invencién (u otros grupos
funcionales de los mismos) de lineas celulares de produccién puede intensificarse
usando varias técnicas conocidas. Por cjemplo, ¢! sistema de expresidn de genes
con glutamina sintetasa (el sisterna GS) es un enfoque comiin para anmentar la
expresidn bajo ciertas condiciones. El sistema GS se discute total o parcialmente
en conexién con las Patentes Europeas Nos. 0 216 846, 0256055y 0323997 yla
Solicitud de Patente Europea No. 89303964.4,

[0200] Es posible que anticuerpos expresados por diferentes lineas celulares o en
animales transgénicos tendrén una glicosilacién diferente entre si. Sin embargo,
todos los anticuerpos codificados por las moléculas de dcido nucleico provistas en
ésta, 0 que comprenden Ias secuencias de aminodcidos provistas en ¢sta, forman
parte de 1a presente invencién, independicntemente del estado de glicosilacién o
estructura o modificacién de los anticuerpos.

Arimales y plantas iransgénicos

[0201] Los anticuerpos anti-M-CSF de la invencién también pueden producirse
transgénicamente mediante la generacién de un mamifero o planta que es
transgénico para Ins secuencias de cadena pesada y liviana de la inmunoglobulina
de interéds y 1a produccién del anticuerpo en una forma recuperable del mismo. En
conexién con la produccidn transgénica en mamiferos, anticuerpos anti-M-CSF
pueden producirse en, y recuperarse de, la leche de cabras, vacas u oiros
mamiferos. Vea, por ejemplo, Patentes U.S. Nos. 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 humang se inmunizan con M-CSF o una
porcidn inmunogénica del mismo, segin lo descrito precedentemente. Métados
para producir anticuerpos en plantas, levaduras u hongos/algas sc describen, por
gjemplo, en las patentes US 6.046.037 y US 5.959.177.
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[0202] En algunas realizaciones, animales no humanos transgénicos o plantas
son producidos mediante la introduccién de uno o més moléculas de dcido nucleico
que codifican el anticuerpo anti-M-CSF de la invencién en ¢l animal o planta
medisnte técnicas transgénicas estindar. Vea Hogan y la Patente de Estados
Unidos 6.417.429, supra. Las células transgénicas usadas pars hacer el animal
transgénico pueden ser células madre embridnicas o células sométicas. Los
organismos transgénicos no humanos pueden ser quiméricos, heterocigotas no
quiméricos y homocigotas no quiméricos. Vea, por gjemplo, Hogan et al.,
Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual 2™ ed., Cold Spring
Harbor Presa (1999); Jackson et al., Mouse Genetics and Transgenics: A Practical
Approach, Oxford University Press (2000); y Pinkert, Transgentc Animal
Technology: A Laboratory Handbook, Academic Press (1999). En algunas

' realizaciones, los animales transgénicos no humanos tienen una ruptura dirigida y
reemplazo mediante una construccién dirigida a un objetive que codifica una
cadena pesada y/o una cadens liviana de interés. En una realizacion preferida, los
animales transgénicos comprenden y expresan moléculas de dcido nucleico que
codifican cadenas pesadas y livianas que se ligan especificamente 8 M-CSF,
preferentemente M-CSF humano. Bn aigunas realizaciones, los animales
transgénicos comprenden moléculas de dcido nucleico que codifican un anticuerpo
modificado tal como un anticuerpo de cadena aimple, un anticuerpo quimérico o un
anticuerpo humanizado. Los anticuerpos anti-M-CSF pueden fabricarse en .
cualquier animal transgénico, Bn una realizacion preferida, los animales no
humancs son ratones, ratas, ovejas, cerdos, cabras, ganado vacuno o caballos. Los
animales transpénicos no humanos expresan dichos polipéptidos codificados en
sangre, leche, orina, salive, ligrimss, moco y otros fluidos corporales.

Bibliotecas de exhibicidn en fagos

(02031 La invencién provee un método pars producir un anticuerpo anti-M-CSF
0 una porcidn que liga antigeno del mismo que comprende las ctapas de sintetizar
una biblioteca de anticuerpos humanos en fagos, rastresr Ia biblioteca con M-CSF
o unsa porcién del mismo, aislar el fago que liga M-CSF y obtener el anticuerpo del
fago. A modo de ejemplo, un método para preparar Ia biblioteca de anticnerpos
para uso en técnicas de exhibicién en fagos comprende las etapas de inmunizar un



animal no humano que contiene loci de inmonoglobulina humana con M-CSF o
una porcidén antigénica del mismo para crear una respuests inmune, extraer células
que producen anticuerpos del animal inmunizado; aislar de las células extraidas
RNA, someter el RNA a transcripcién inversa pam producir cDNA, amplificar el
cDNA ugando un cebador, e insertar el cDNA en un vector de exhibicién en fagos,
de modo que los anticuerpos sean expresados en el fago. De este modo pueden
obtenerse anticuerpos anti-M-CSF recombinantes de Is invencidn,

[0204] Los anticuerpos recombinantes anti-M-CSF de 1a invencién pueden
aislarse rastreando una biblioteca combinatoria de anticuerpos recombinantes.
Preferentemente, 1a bibliotecs es una biblioteca que exhibe en fagos scFv, generada
usando ¢cDNAs de V1, y Vi humanos preparados a partir de mRNA aislado de
células B. Las metodologias para preparar y rastrear tales bibliotecas son
conocidos por el arte. Equipos para generar bibliotecas que exhiben en fhgos estén
comercialmente disponiblea (por ejemplo, el sistema de anticuerpos recombinantes
en fagos Pharmacis (Pharmacia Recombinant Phage Antibody System), nimero de
catilogo 27-9400-01; y el equipo de exhibicién en fagos Stratagene SurfZAP
ntimero de catilogo 240612). Tembién existen otros métodos y reactivos que
pueden usarse para generar y rastrear bibliotecas que exhiben anticuerpos (vea, por
¢jemplo, 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 3:81-85 (1992); Huse et al., Science 246:1275-1281 (1989);
McCafferty ct al., Nature 348:552-554 (1990); Griffiths ef al., EMBO J.
12:725-734 (1993); Hawkins et al., J. Mol. Biol. 226:889-896 (1952); Clackson ez
al., Nature 352:624-628 (1991); Gram et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:3576-3580 (1992); Garrad et al., Blo/Technology 9:1373-1377 (1991),
Hoogenboom et al., Nuc. Acids Res. 19:4133-4137 (1991); y Barbas et al., Proc.
Natl Acad. Sci. USA 88:7978-7982 (1991).

[0205] En una realizacidn, para aisler un anticuerpo anti-M-CSF humano con las
carecteristicas deseadas, primero se usa un anticuerpo anti-M-CSF humane come descrito
en ésta par seleccionar secucncias de cadenas pesadas y livianas humanas que tengan una
actividad de ligadura similar hacia M-CSF, usando métodos de imprinting de epitopes
descritos en la publicacién PCT No. WO 93/06213. Las bibliotecas de anticuerpos usadas
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en este método son preferemtemnentc bibliotecas en acPv preparadas y rastreadag segdn lo
descrito en la publicacién PCT No. WO 92/01047, McCafferty et al., Nafure 348:552-554

(1990); y Griffiths et al., EMBO J. 12:725-734 (1993). Las bibliotecas de anticucrpos
en scFy son restreadas preferentemente usando como antigeno M-CSF humano.
[0206] Una vez seleccionados dominiog Vy, y Vi iniciales humanos, se realizan
experimentos de “mix and match™ (“mezclar y unir), en los cuales se rastrean
diferentes pares de los scgmentos V), y Vy inicialmente seleccionados para la
ligadura con M-CSF, para seleccionar combinaciones preferidas de pares Vi/Vy.
Adicionalmente, para mejorar atn mds la calidad del anticuerpo, los segmentos Vi,
¥ Vi del (de los) par(es) preferido(s) VL/Vx pueden ser sometidos a mutacién
aleatoria, preferentemente dentro de 1a regién CDR3 del Vy /o Vi, en un proceso
anélogo al proceso de mutacidn somitica in vive responsable por la maduracién de
In afinidad de anticuerpos durante una respuesta immune natural, Esta maduracién
de 1a afinidad in vitro pucde lograrse mediante 1a amplificacién de dominios Vi y
V', usando cebadores PCR complementarios a 1a CDR3 del Vi 0 CDR3 del Vi,
respectivamente, cebadores que ban sido “spiked™ con {a los cuales se ha
agregado) ima mezcla gleatoria de Ias cuatro buses nucleotidicas en ciertas
posiciones, de modo que los productos PCR resultantes codifiquen segmentos Vi y
VL en los cuales han sido introducides mutaciones aleatorias en tas regiones CDR3
del Vy; y/o CDR3 del V. Estos segmentos Vy y V. sometidos a mutacién aleatoria
pueden rastrearse nuevamente para la ligadura con M-CSF.

[0207] Después de la seleccién y islacién de un anticuerpo anti-M-CSF de la
invencién a partir de una biblioteca que exhibe inmunoglobulina recombinante, los
dcidos nucleicos que codifican el anticuerpo seleccionado pueden recuperarse del
paquete de exhibicion (display peckage) (por ejemplo, del genoma del fago) y
subclonarse en otros vectares de expresidn mediante técnicas de DNA
recombinante estdndar. Si deseado, el dcido nucleico puede ser sometido &
manipulacién adicional para crear otras formas del anticnerpo de Ia invencién,
segiin lo descrito mas abajo, Para expresar un anticuerpo hnmano recombinante
aislado mediante el rastreo de una biblioteca combinatoria, &l DNA que codifica ¢l
anticuerpo es clonado en un vector de expresidn recombinante ¢ introducido en
células hospedantes mamiferas segiin lo descrito precedentemente.

Conmutacion de clases



[0208] Otro aspecto de la invencién 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 scido nucleico que codifica un V. o Vi que
no incluye secuencias de dcido nucleico cualesquiera que codifiquen Cp o Cy
usando métodos bien conocidos por el arte. Luego, 1a molécula de 4cido nucleico
se liga operativamente con una secuencia de dcido nucleico que codifica un Cp o
Cy de una clase o subclase deseada de inmunoglobuline. Esto puede lograrse
wando un vector o molécula de dcido nucleico que comprende nna cadena Cy. 0
Cy, segiin lo descrito precedentemente. Por ejemplo, un anticuerpo anti-M-CSP
que originalmente fue una IgM puede ser cambiado de clase a una IgGQ. Ademis,
la conmutacién de clase puede usarse para convertir una subclase IgG a otra
gubclase, por gjemplo, de IgQ] a IgG2. Otro método para producir un anticuerpo
de 1a invencién que comprende un jactipo descado comprende 1as etapas de aislar
un fcido nucleico que codifica una cadena pesada de un anticuerpo anti-M-CSF y
un #cido nucleico que codifica una cadena liviana de una anticuerpo anti-M-CSF,
ainlar la sscuencia que codifica la regidn Vy, ligar la secuencia Vi con una
secuencia que codifica un dominio constante de 1a cadena pesada del isotipo
deseado, expresar ¢l gen de 1a cadena liviana y la construccién de la cadena pesada
una célula, y recolectar el anticuerpo anti-M-CSF con ¢l isotipo deseado.

[0209] En algunas realizaciones, enticuerpos anti-M-CSF de Ia invenciéu tienen
cambiada la sering en Ia pogicidn 228 (de acuerdo con la convencién de
oumeracién de 1a BU) de 1a cadena pesada & proline. Consecuentemente, 1a sub-
secuencia CPSC en la regifin Fe de IgG4 llega a ser CPPC, que es 13 subsecuencia
en IgGl. (Aalberse, R.C. y Schuurman, J., Immunology, 105:9-19 (2002)). Por
ejemplo, la serina en el residuo 243 de SEQ ID NO: 46 {(que corresponde al regiduo
228 en Ia convencitn de numeracidn de la EU) llegaria a ser prolina.
Similarmente, 12 serina en ¢l residuo 242 de SEQ ID NO: 38 (que corresponde sl
residuo 228 en 1a convencién de numeracién de la EU) llogaria 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 ambes, Ia regién de framework retro-mutada y el cambio
serina a prolina en la regién Fe. Vea, por gjemplo, SEQ ID NO: 54 (anticuerpo
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9.14.4C-Ser) y SEQ ID NO: 58 (anticuerpo 8.10.3C-Ser) en la Tabla 1.
Anticuerpos desinmunizados

[0210] Otro modo de producir anticuerpos con inmunogenicidad reducida es 1a
desinmunizacién de anticuerpos. En otro aspecto de 1a invencitn, el anticuerpo
puede desinmunizarse usando las técnicas descritus en, por ejemplo, las
Publicaciones PCT Nos. WO98/52976 y WO00/34317 (incorporadas en ésta por
referencia en su totalidad).

Anticuerpos muiadps

[0211] En ofrs realizacidn, las moléculas de dcido nucleico, los vectorea y las
células hospedantes pueden usarse para fabricar anticuerpos anti-M-CSF muiados.
Log anticuerpos pueden ser mutados en los dominios varigbles de las cadenas
pesadas y/o livianas, por cjemplo, para modificar una propiedad de ligadura de}
anticuerpo. Por gjerplo, puede efectrarse una mutacién en una o més de las
regiones CDR para aumentar o disminuir la Kp del enticuerpo para M-CSF, para
aumentar o disminuir ke 0 para modificar la especificidad de ligadura del
anticuerpo. Técnicas de mutagénesis dirigidas a un sitio eon bien conocidas por el
arte. Vea, por ejemplo, Sambrook et al. y Ausubel ef al., supra. Bn una realizacién
preferida, s¢ efectian mutaciones en un residuo de aminodcidos del cual se sabe
que esté modificado, en comparacida con la lines germinal, en un dominio variable
de un anticuerpo anti-M-CSF. En otra realizacién, se cfectien una ¢ mis
mutaciones en un residuo de smino#icidos del cual se sabe que estd cambiado, con
respecto a la linea perminal, et una regién CDR o regidn framework de un
dominio variable, 0 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, 9.7.2IF, 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 ¢ 9.14.4G1.
En otra realizacitn, se efectian une o més mutaciones en un residuo de aminoécido
del cual se sabe que esti modificado con respecto a la linea germinal en una region
CDR o regidn framework de vm dominio variable de una secuencia de aminodcidos
de cadena pesada 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, 94, 98 6 102 6 cuyn secuencia
nucleotidica de cadena pesada estd presente en SEQ IDNOS: 1, 5, 9, 25, 29, 33,
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37, 45,97 6 101. En otrs realizacién, se cfectiian una o mis mutaciones en un
residuo de aminodcido del cual se sabe que estd modificado con respecto a la linea
germinal en una regién CDR o regién framework de un dominio variable de una
secuencia de wminodcidos de cadena liviana seleccionada entre SEQ ID NOS: 4, 8,
12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 44, 48, 52, 56 6 60 6 cuya secuencia nucleotidica de
cadena liviana estd presente en SEQ ID NOS: 3, 7, 11, 27, 31, 35,43 6 47.

[0212] En una realizacidn, se efectia una mutacién en 1a regién framework, de
modo que 1a regién (las regiones) framework resultante(s) tiene{n) la secuencia de
aminodcidos del gen correspondiente de la lines germinal. Puede efectuarse una
mutacifn en una regién framework o un dominio constante para sumentar la vida
media del anticuerpo anti-M-CSF, Vea, por ejemplo, Publicacién PCT No. WO
00/09560, incorporada en ésta por refereacia, También puede efectuarse una
mutacién en una regién framework o en un dominio constante para modificar la
inmunogenecidad del anticuerpo, para proveer un sitio para la ligadura covalente o
no covalente con otre molécula, o para modificar propiedades iales como fijacidn
de complemento, ligadura con FcR y citotoxicidad mediada por células
dependiente de! anticuerpo (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
{ADCCY)). De acuerdo con la invencidn, un anticuerpo simple puede tener
mutaciones en cualquier o en varias regiones CDRs o framework del dominio
variable o en el dominio constante,

[0213] En slgunas realizaciones, hay de | s 8, incluyendo cualquier niimero
intermedio, mutaciones de aminoécidos en cualquicra de los dominios Vi o V), del
anticuerpo anti-M-CSF mutado en comparacién con el anticuerpo anti-M-CSF
previo a la mutacién. En cualquier caso de los arriba mencionados, las mutaciones
pueden ocurrir en una o més regiones CDR. Ademds, cualquiera de Jas mutaciones
puede consistir de substituciones con aminoicidos conservativos. En algunas
realizaciones, no hay mis de 5, 4, 3, 2 & 1 cambios de sminodcido en los dominios
constantes.

Anticuerpos modificados

[0214] En otra realizacién, puede fabricarse un anticuerpo de fusién © una
inmunoadhesina que comprende el total o una porcién de un anticuerpo anti-M-
CSF de la invencién ligado con otro polipéptido. En una realizacién preferida, solo
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los dominios variables del anticuerpo anti-M-CSF estin ligadoa con el polipéptido.
En otra realizacién preferida, el dominio Vy de un anticuerpo anti-M-CSF csté
ligado con un primer polipéptido, mientras que el dominio V. de un anticuerpo
anti-M-CSF estd ligado con un segundo polipéptido, asociado con el primer
polipéptido de modo tal que los dominios Vyy y Vi pueden interactuar eatre si para
formar un sitio de ligadura de anticuerpo. En otra realizacién preferida, ¢l dominio
Vy estid separado del dominio V). mediante un engarce, de modo que los dominios
¥u y Vi pueden interectuar entre sf (vea abajo bajo anticuerpos de uns sols
cadena), Luego, el anticuerpo Vy-engarce-V), es ligado con el polipéptido de
interés. El anticuerpo de fusién es dtil para dirigir un polipéptido hacia una célula
o tejido que express M-CSF. El polipéptido 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 enzime que pucde ser ficilmente visualizada,
tal como peraxidasa de ribano picante, Ademds, pueden crearse anticuerpos de
fusidm en los cuales dos (o més) anticuerpos de una sola cadena estin ligados entre
sf. Bsto es 1itil 5i se desea crear un anticuerpo divalente o polivante sobre una sola
cadens polipéptida, o si se desea crear un anticuerpo biespecifico.

[0215] Para crear un anticuerpo de cadena simple (scFv), los fragmentos del
DNA que codifican Vy y V1. son ligados operativamente con otro fragmento que
codifica un engarce flexible, par ¢jemplo, codifica la secuencia de aminodcidos
(Glya -Ser)s, de modo que las secuencias Vy y V. pueden ser expresadas como una
proteina de cadena simple contigua con los dominios Vy, y Vi unidos por el
engarce flexible. Vea, por ejemplo, Bird ef al., Science 242:423-426 (1988);
Huston et al., Proc. Nail. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988); McCafferty et al.,
Nature 348:552-554 (1990). El anticuerpo de cadena simple puede ser
monovalente, si s¢ usa solaments una sola Vi y Vi, bivalente, gi se usan dos Vg y
VL, o polivente, si se usan mis de dos Vi1 ¥y V. Pueden generarge anticuerpos
biespecificos o polivantes que se ligan especificamente a M-CSF y a otra molécula.
[0216] En ofras realizacioney, pueden prepararse otros anticuerpos modificadoa
usando moléculas de dcido nucleico que codifican el anticuerpo anti-M-CSF. Por
¢jemplo, pueden prepararse “cuerpos Kappa” (1l ef al., Protein Eng. 10: 949-57
(1997)), “Minicuerpos” (Martin ef al., EMBO J. 13: 5303-9 (1994)), “Diacuerpos™



(Holliger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US4 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 estindar de biologia molecular
gsiguicndo las enscflanzas de la memaria 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 cjemplo, Songaivilai & Lachmann, Clin. Exp.
Immunol. 79: 315-321 (1990), Kostelny et al., J. Immunol. 148:1547-1553 (1992).
Ademis, anticuerpos bicspecificos pueden formarse como “discuerpos” o
“Janusinas™. En algunag realizaciones, el anticuerpo biespecifico se liga a dos
epitopes diferentes de M-CSF. En algunas realizaciones, ¢l anticuerpo biespecifico
tiene una primera cadena peaada y una primers cadena liviana del anticuerpo
monoclonal 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.21F, 9,14.4,
3.10.3 6 9.7.2 y una cadena pesads y cadena liviana de un anticuerpo adicional, Bn
algunas realizaciones, Ias cadenas liviana y pesada adicionales también pueden
pertenecer a uno de los anticuerpoa monoclonales arriba identificados, pero son
diferentes de lag cadenas pesada y liviana primeras.

[0218] En algunas realizaciones, los anticuerpos modificados arribe descritos se
prepararan usando uno o mis de los dominioa variables o 1as regiones CDR de un
anticuerpo monoclonal anti-M-CSF humano provisto en ésta, a partir de una
secuencia de aminoécidos 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 porcién que liga antigeno de la
invencién puede ser derivatizado o ligado a otra moléculs (por gjemplo, otro
péptido o protefna). Generalmente, los anticuerpos o una porcién de los mismos
son derivatizados de modo que 1a ligadura con M-CSF no sca afectada
adversamente por la derivatizacidn o el marcado. Por lo tanto, loa anticuerpos y
porciones de anticuerpo de 1a invencién tienen la intencién de incluir ambass, las
formas intactas y las formas modificadas de los anticuerpos anti-M-CSF humanos
descritos en ésta. Por ejemplo, un enticuerpo o porcidn de anticuerpo de la
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invencidn puede estar ligado funcionalmente (mediante enlace quimico, fimcién
genética, asociacién no covalente o de otro modo) con una o mis entidades
moleculares, tales como otro anticuerpo (por cjemplo, un anticusrpo biespecifico o
un discuerpo), an agente de deteccién, un agente citotdxico, un agente
farmacéutico y/o una proteina o péptido que puede mediar en la asociacién del
anticuerpo o porcién del anticuerpo con otra molécula, tal como una regién del
nicleo de streptavidina o un rétulo de polihistidina.

[0220] Un tipo de anticuerpo derivatizado es producido mediante la reticulacién
de dos o miis anticuerpos (del mismo tipo o de tipoa diferentes, por ejemplo, para
crear anticuerpos biespecificos). 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 estin disponibles de Pierce Chemical
Company, Rockford, Il

[0221] Otro tipo de anticuerpo derivatizado es uns anticuerpo marcado,
Aaticuerpos de deteccién dtiles con los cuales puede derivatizarse un anticuerpo o
una porcién que ligs antigeno de la invencién incluyen compuesios flucrescentes,
incluyendo fluoresceina isotiaocinnato de fluoresceina, rodamina, cloruro de 5-
dimetilamino-1-naftalensulfonilo, ficoeritricina, sustancias fosforescentes a base de
lanténidos y similares. Un anticuerpo también puede cstar marcado con enzimas
Utiles para 1a deteccion, tales como peroxidasa de ribano picante, f-galaciosidasa,
tuciferasa, fosfatass alcalina, giucosa oxidasa y similares. Cuando un anticuerpo
esti marcado con una enzima detectable, es detectado mediante ¢l agregado de
reactivoa adicionales usados por la enzima para producir un producto de reaccién
que puede ser discernido. Por ejemplo, cuando estd presente el agente peroxidasa
de rébeno picante, el agregade de perfxido de hidrégeno y diaminobencidina lleva
2 un producto de reaccidn coloreado detectable. Un anticuerpo también puede ser
marcado con biotina y ser detectado mediante medicidn indirecta de 1a ligadurs de
avidina o streptavidina. Un anticuerpo también puede ser marcado con un epftope
polipeptidico predeterminado reconocido por un reporter secundario (por ejemplo,
secuencias apareadas de cierres de leucina, sitios de ligadura para anticherpos
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secundarios, dominios que ligan metales, rétulos de epitopes). Bn algunas
realizaciones, jos marcadores estdn unidos mediante brazos espaciadores de
longitud variable para reducis 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 gjemplo, el anticuerpo
anti-M-CSF radiomarcado pucde usarse pama detectar tumares que expresan M-
CSF mediante rayos x u otras técnicas de dingndsﬁeo. Ademis, el anticuerpo anti-
M-CSF radiomarcado puede usarse terapéuticamente oomo una toxina para células
cancerosas o tumores. Ejemploa de marcadones para polipéptidos incluyen, pero
no estin limitados a, los radicisdtopos o radionuclidos signientes: *H, 1C, '*N, ¥'s,
%y e Wiy 13y

[0223] Un asticuerpo anti-M-CSF también puede ser derivatizado con un grupo
quimico tal como polietilenglicol (PEG), un grupo metilo o etilo o0 un grupo
dehidrato de carbono. Estos grupos son ttiles para mejorar 1as caracterfsticas
biolégicas del anticuerpo, por ejemplo, para sumentar I vida media en suero o
para aumentar la ligadura al tejido.

[0224] La invencién también se refiere a composiciones que comprenden un
anticuerpo antsgonista anti-M-CSF humano pare ¢l tratamiento de sujetos que
necesitan un tratarniento para artritis reumatoide, osteoporosis o aterosclerosis, En
algunas realizaciones, el sujeto de tratamicnto es un humano. Bn otras
realizaciones, &l sujeto es un sujeto veterinario. Los trastornog hiperproliferativoa
en los cuales monocitos juegan un rol que pueden tratarse mediante un anticuerpo
antagonista anti-M-CSF de | invencidn pueden implicar cuslquier tejido u drgano
e incluyen, pero no estén limitados a, cincer de cerebro, de pulmén, de células
escamosas, de vejiga, gistrico, pancredtico, de mama, de cabeza, de cuello, de
higado, renal, de ovario, de prdstata, colorectal, esofiigico, ginecoldgico,
nasofaringeo o de tiroide, melanomas, linfornas, lencemias o miclomas miltiples.
En particular, los anticuerpos anti-M-CSF antagonistas humenos de la invencién
son Utiles pam tratar o prevenir carcinomas de mama, pristats, colon y pulmén,
[0225] Esta invencién ambién comprende composiciones para ¢l tratamiento en
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un mamfifero, incluyendo un humano, de una condicién seleccionada del grupo
formado por artritis, artritia psoridtics, sindrome de Reiter, gota, artritis tranmdtica,
artritis rubella y sinovitis aguda, artritis reumatoide, espondilitia reumatoide,
eapondilitis anquilosante, osteoartritis, artritis gotosa y otrus condiciones de artritia,
sepsis, shock séptico, shock endatéxico, 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 crémica, silicocis, sarcoidosia pulmonar, enfermedad de
resarcién dsea, osteoporosis, re-estenosis, daflo de reperfusién cardiaca y rensl,
trombosis, glomerulonefritis, diabetes, reaccién del injerto contra el hospedante,
rechazo del aloinjerto, enfermedad intestinal inflamatoria, enfermedad de Crohn,
colitis ulcerativa, esclerosis miltiple, degeneracién musculsr, eczema, dermatitis
de contacto, psoriasis, quemadura de sol o shock de conjuntivitis, composiciones
que comprenden una cantidad de un anticuerpo monoclonal anti-M-CSF humano
de la invencién efectivo en tal tratamiento y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

[0226] El tratamiento puede implicar la administracién de uno o mis anticuerpos
monoclonales anti-M-CSF antagonistas de la invencién, o fragmentos que ligan
antigeno de los mizmoa, solos o con un excipiente farmacéuticamente aceptable.
Segiin 1o uaado en ésta, “excipiente farmacéuticamente aceptable™ significa
cualquiera y todos los solventes, medios de dispersién, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isotbnicos y retardantes de 1a absorcidn y
similares que son fisiolégicamente compatibles. Algunos cjemplos de excipientes
farmacéuticamente aceptables son agua, solucién fisiolégica, solucibn fisioldgica
buferada con fosfiato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, como asf también
combinaciones de los mismos. En muchos casos, serd preferible incluiren la
composicién agentes isotdnicos, por ejemplo, azicares, poliaicoholes teles como
manitol, sarbitol o cloruro de sodio. Bjemplos adicionales de substancias
farmacéuticamente aceptables son agentes de humeetacién o cantidades menores
de substancias suxiliares tales como agentes de humectacién o emulsién,
preservativos o biifferes, que aumentan la vida de eatante o efectividad del
anticuerpo.
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[0227] Lo3a anticuerpos anti-M-CSF de la invencidn y las composiciones que los
comprenden pueden administrarse en combinacién con uno o méa agentes
terapéuticas, diagndaticos o profilicticos adicionales. Agentes terapéuticos
adicionales incluyen otros agentes anti-neoplisicos, anti-tumorales, anti-
angiogénicos 0 quimiotcrapéuticos. Tales agentes adicionales pueden estar
incluidos en la misma composicién o ser administrados por separado. En algunas
realizaciones, pueden usarse uno o mis anticuerpos anti-M-CSF inhibitorios de la
invencidn como vacuna o como ad:iuvmtu de una vacuna,

{0228] Las composiciones de esta invencidn pueden estar en varias formas, por
ejemplo, formas de dosificacién liquidas, semisélidas y s6lidas, tales como
soluciones liquidas (por ejemplo, saluciones inyectables y de infusién),
dispersiones o suspensiones, tabletas, pfldoras, polvos, liposomas y supositorios.
La forma preferida depende del modo de administracién deseado y de la aplicacién
terapéutica. Composiciones preferidas tpicas estén en la forma de soluciones
inyectables o de infusién, tales como las composiciones similares a aquellas usadas
parz 12 inmunizacién pasiva de humanos. El modo do administracién preferido es
¢l parenteral (por ejemplo, intravenoso, subcuténeo, intraperitoneal,
intramuscular), En una realizacién preferida, £l anticuerpo se administra mediante
infuxién o inyeccidn intravenosa. En otra realizacién preferida, ¢l anticuerpo se
administra mediante inyeccién intramusculer o subcuténea, En otra realizacién, la”
invencién incluye un método para tratar un sujeto que lo necesita can un
anticuerpo o una porcién que liga antfgeno del mismo que se liga cspecificamente
a M-CSF, método que comprende las etapas de: (a) administrar una cantidad
cfectiva de una molécula de dcido nucleico aislado que codifica 1a cadens pesada o
1a poreién que liga antigeno del mismo, una molécula de 4cido nucleico nislado
que codifica la cadena liviana o Ia porcién que liga sntigeno del mismo, o ambos,
las molécnlag de dcidos nucleicos que codifican la cadena liviana y la cadena
pesada o las porciones que ligan antigeno de fos mismos; y (b) expresar la
molécula de dcido nucleico.

[0229] Composiciones terapéuticas tipicas deben ser estériles y estables bajo las
condiciones de fabricacién y almacenamiento. La composicién puede formularse
comno solucidn, microemulsién, disperaidn, liposoma u otra estructura ordenada
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adecuada para una concentracidn clevada de droga. Las soluciones inyectables
estériles pueden prepararse mediante 1a incorporacién de un anticoerpo anti-M-
CSF en I cantidad requerida de un solventie apropiado con uno o una combinacibéa
de los ingredientes arribs enumerados, scglin lo requerido, seguido de
esterilizacién paor filtracidn. Generalmente, lag dispersiones se preparun mediante
la incorporacién del compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un
medio de dispersién bdsico y los otros ingredientes requeridos entre aquellos arriba
enumerados. En el caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones
inyectables estériles, Ios métodos de preparacién preferidos son secado al vacio y
liofilizacidn que provee un polvo del ingrediente activo més cnalquier ingrediente
adiciona) deseado a partir de una solucién previamente esterilizada por filtracién
de tales ingredientes. Puede manienerse 1a fluidez apropiada de una solucién, por
ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como leciting, mediante 1a
manutencién del tamafio de particula requerido en ¢l caso de una dispersién y
mediante el uso de agentes tensoactivos. Puede lograrse una absorcidn prolongada
de las composiciones inyectables mediante Ia inclusién en ls composicién de un
agente que retarda la absorcién, por cjemplo, sales de monoestearato y gelatina.
J0230} Los anticucrpos de la presente invencidn pueden administrarse mediante
ung variedad de métodos conocidos por el arte, si bien 1a ruta/modo preferido de
administracién para muchas aplicaciones terapéuticas s In infusién subcutinea,
intramuscular o intravenosa, Como serd apreciado por ¢l entendido en ¢l arte, 1a
ruta y/o modo de administracién variaré en dependencia de los resltados
desendos.

[0231] En ciertas realizaciones, cl compuesto activo de las composiciones de
anticuerpo puede ger preparado con un excipiente que protejerd el anticuerpo
contra una liberacién ripida, tal como una formulacién de liberacién controlada,
incluyendo implanies, parches transdérmicos y sistemas de liberacién
microencapsulados. Pueden usarse polimeros biocompatibles, biodegradablea, tales
como vinilacetato de etileno, polianhidridos, écido poliglicdlico, coldgeno,
poliortoésteres y dcido polildctico. Muchos métodos para la preparacidn de tales
formulaciones estén patentados o generalmente conocidos por los entendidos en el
arte. Vea, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Sysiems
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(J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978).

[0232] En ciertas realizaciones, el anticuerpo anti-M-CSF de la invencién puede
ser administrado oralmente, por ejemplo, con un dituyente inerte o un excipiente
comestible asimilable. El compuesto (y otros ingredientes, si deseado) también
puede ser encerrado en una cdpsuls de gelating dura o blanda, comprimido en
tabletas o incorporado directamente cn la dieta del sujcto. Pura s administracién
terapéutica oral, los anticuerpos anti-M-CSF paeden ser incorporados con
excipientes y.ser usados en 1a forma de tabletas ingeribles, tabletag bucales,
trociscos, cdpsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y similares. Para
administrar un compuesto de la invencién mediante otro tipo de administracién que
la parenteral, puede ser necesario recubrir el compuesto con, o co-administrar el
compuesto con, un material para prevenir su inactivacién,

[0233] También pueden incorporarse en laa composiciones compuestos activos
adicionales. En cicrtas realizaciones, un anticuerpo anti-M-CSF de la invencién es
co-formulado y/o co-administrado con uno o més agentes terapéuticos adicionales.
Estos agentes incluyen snticuerpos que ligan otros blancos, agentes
antineopldsicos, agentes antitumorales, agentes quimioterapéuticos, andlogos
peptidicoa que inhiben M-CSF, c-fims soluble que puede ligar M-CSF, uno o mds
agentes quimicos que inhiben M-CSF, agentes anti-inflamatorios, anti-coagulantes,
agentes que dieminuyen la presién sanguinea (por ejemplo, inhibidores de 1a
enzima que convierte angiotensina (ACE)). Tales terapias de combinacién pueden
requerir dosificaciones menores del anticuerpo anti-M-CSF como asi también de
los agentes co-administrados, evitando de este modo posibles toxicidades o
complicaciones asociadas con variag monoterapias.

[0234] Los anticucrpos anti-M-CSF inhibitorios de la invencién y las
composiciones que loa comprenden también pueden administrarse en combinacién
con otros regimenes terapéuticos, particularmente en combinacién con un
tratamiento de radiacién para cincer. Los compuestos de 1a presente invencién
también pueden usarse en combinecién con agentes anticéncer tales como
endostatine y angiostatina o drogas citotdxicas tales como adriamicina,
daunomicina, cis-platino, ctoposida, taxol, taxotere y alcaloides, tales como
vincristina, inhibidores de farnesil transferasa, inhibidores de VEGF y
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antimetabolitos tal como metotrexato.

[0235] Los compuestos de la invencién también pueden usarse en combinacién
con agentes antivirsies tales como Viracept, AZT, aciclovir y famciclovir y
compuestos antisépticos tal como Valant.

[0236] Las composiciones de Ia invencién pueden incluir una “cantidad
terapénticamente efectiva” o una “cantidad profilicticamente efectiva” deun
anticuerpo o una porcién que liga antigeno de la invencién. Una “cantidad
terapéuticamente efectiva” se refiere a una cantided cfectiva, en dosificaciones y
durante perfodos do tiempo necesarios, pars lograr el resultado terepéutico
deseado. Una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo o porcién de
anticuerpo pucde variar de acuerdo con factores tales como el estado de I
enfermedad, edad, sexo y peso del individuo y la capacidad del anticuerpo o
porcién de anticuerpo para provocar una respucsta deseada en el individuo. Una
cantidad terapéuticamente efectiva también es una captidad con la cual se
compensan efectos tdxicos o perniciosos cualesquiera del anticuerpo o porcién de
anticuerpo mediante los efectos terapéuticos beneficiosos. Una “cantidad
profilécticamente cfectiva” se refiere 2 una cantidad efectiva, en dosificaciones y
durunte periodos de tiempo necesarios, para lograr ¢l resultado profiléctico
deseado. Tipicamente, como una doais profilictica se usa en sujetos previo 4, o en
una etaps anterior de, la enfermedad, la cantidad profilicticemente efectiva seni
menor que 1a cantidad terapéuticamente efectiva,

[0237] Los regimenes de dosificacién pueden ajustarse para proveer la respuesta
dptima deseada (por ejemplo, una respuesta terapéutica o profilictica). Por
tjemplo, puede administrarse un solo bolo, varias dosis divididas durante un
periodo de tiempo, o 1a dosis puede ser reducida o0 aumentada proporcionalmente
segtin lo indicado por ias exigencias de Ia situacidn terapéntica. Ea especialmente
ventajoso formuler composiciones parenterales en la forma de unidades de
dosificacidn para facilitar Ia administracién y la uniformidad de la dosificacién.
“Forma de unidad de dosificacién”, segtin lo usado en éata, se refiere a unidades
flsicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para el tratamiento
de sujetos mamiferos; cada unidad contiene una cantidad predeterminada del
compucsto activo calculada para producir ¢l efecto terapéutico deseado en
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asociacidn con el excipiente farmacéutico requerido. La especificacién de las
formas de unidad de dosificacién de 1a invencitn cs dictada por, y directamente
dependiente de, (a) las caracteristicas Gnicas del anticuerpo anti-M-CSF o la
porcién del mizmo y del efecto terapéutico o profildctico particular a ser logrado, y
(b) las limitaciones inherentes al arte de formular a composicién de tal anticuerpo
para el imtamiento de la enfermedad en individuos,

[0238] Una gama tipica, no limitante, para una cantidad terapéuticamente o
profilicticamente efectiva de un anticuerpo o porcidn de anticuerpo de 1a invencidn es
0,025 a 50 mg/kg, mis preferentemnente 0,1 a 5O mg/kg, mis preferentemente 0,1-25, 0,1 &
106 0,1 a 3 mp/kg. Debe observarse que loa valores de dosificacién pueden variar con el
tipo y la severidad de Ia condicién a ser eliviada. Debe entenderse, ademds, que para
cualquier sujeto particular deben ajustarse regimencs de dosificacién especificos a
lo largo del tiempo, de acuerdo con le necesidad del individoo y Ia evaluacién
profesional de 1a persons que administra o supervisa la administrecién de las
compogiciones, y que 1as gamas de dosificacién establecidas en ésta son dedas
solamente & modo de ejemplo y no ticnen 1a intencién de limitar ¢1 alcance o 1a
priictica de la composicién reivindicada.

[0239] Otro aspecto de la presente invencién provee equipos que comp'rmden un
anticuerpo anti-M-CSF o una porcién que liga antigeno de la invencién o una
composicién que comprende tal anticuerpo o porcién. Un equipo puede incluir,
ademis del anticuerpo o la composicién, agentes diagndsticos o terapéuticos. Un
equipo también puede incluir instrucciones para el uso en un método diagnéstico o
terapéutico. Bo una realizacién preferida, el equipo incluye cl anticuerpo o una
composiciin que lo comprende y un agente diagnéstico que puede ser usado en un
método descrito més abajo. En otra realizacién preferids, el equipo incluye el
anticuerpo o una compogicién que lo comprende y uno o mis agentes terapéuticos
que pueden usarse en un método descrito més abajo. Una realizacidn de 1a
invencidn es un equipo que comprende un contenedor, instrucciones sobre la
administracién de un anticuerpo anti-M-CSF a un humano que sufre de una
enfermedad inflamatoria, o instrucciones para medir ¢l mimero de monocitos
CD14+CD16+ en una muestra biolégica y un anticnerpo anti-M-CSF,

[0240] Este invencién también se refiere a composiciones para inhibir el
crecimiento celular 2normal en un mamifero, composicién que comprende una
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cantidad de une anticuerpo de la invencién en combinacién con una cantidad de
una agente quimioterapéutico, donde las cantidades de compussto, sal, solvato o
prodroge y del agente quimioterapéutico son conjuntamente efectivas para inhibir
un crecimiento cclular anormal. Actualmente el arte conoce muchos agentes
quimioterapéuticos. En algunas realizaciones, el agente quimioterapéutico es
seleccionado del grupo formado por inhibidores mitSticos, agentes de alquilacién,
anti-metabolitos, antibidticos de intercalado, inhibidares del factor de crecimiento,
inhibidores del ciclo celular, enzimas, inhibidores de topoisomerass, modificadores
de la respuesta biolégica, antihormonas, por ejemplo, anti-andrégenos y agentes
anti-angiogénesis.

[0241] Agentes de anti-angiogénesis, tales como inhibidores de MMP-2 (matriz-
metaloproteinasa 2), inhibidores de MMP-9 (matriz-metaloproteinasa 9) ¢
inhibidores de COX-II (ciclooxigenasa IT) pueden usarse conjuntamente con un
anticuerpo anti-M-CSF de Ia invencién. Ejemploa de inhibidores COX-IT dtiles
incluyen CELEBREX™ (celecoxib), valdecoxib y rofecoxib. Ejemplos de
inhibidores de matriz-metaloproctinasa dtiles s¢ 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 Europea 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 encro de 1998), WO 98/34918 (publicads el 13 de agosto de
1998), WO 98/34915 (publicada ¢l 13 de agosto de 1998), WO 98/33768
(publicada el 6 de agosto de 1998), WO 98/30566 (publicada el 16 de julio de
1998), Publicacién de Patente Europea 606,046 (publicada el 13 de julio de 1994),
Publicacién de Patente Buropea 931,788 (publicada ¢ 28 de julio de 1999), WO
90/05719 (publicada el 31 de mayo de 1990), WO 99/52910 (publicada ¢l 21 de
octubre de 1999), WO 99/52889 (publicada 121 de octubre de 1999), WO
99/29667 (publicada el 17 de junio de 1999), Solicitud Internacional PCT No.
PCT/IB98/01113 (solicitads el 21 de julio de 1998), Solicitud de Patente Buropea
No. 99302232.1 (solicitada el 25 de marzo de 1999), solicitud de patente de Gran
Bretafia niimero 9912961.1 (solicitada el 3 de junio de 1999), Solicitud Provisional
U.S. No. 60/148,464 (solicitada ¢l 12 de agosto de 1999), Patente U.S. 5.863.948



26 Y

(concedida el 26 de enera de 1999), Patente U.S, 5.861.510 (concedida el 19 de
enero de 1999), y Publicacién de Patente Buropea 780.386 (publicada el 25 de
junio de 1997), todos las cuales estén incorporadas en égta en su totalidad por
referencia. Inbibidores dc MMP preferidos son aquellos que no muestran artrulgia.
Mis preferidos son aquellos que inhiben selectivamente MMP-2 y/o MMP-9 con
relacién a las ofras matriz-metaloproteinasas (es decir, MMP-1, MMP-3, MMP4,
MMP-5, MMP-6, MMP-7, MMP-8, MMP-10, MMP-11, MMP-12 y MMP-13).
Algunos cjemplos cspecificos de inhibidores de MMP dtiles en la presente
invencién son AG-3340, RO 32-3555, RS 13-0830, y los compuestos enumerados
en la lista siguiente: dcido 3-[[4-(4-fluoro-fenoxi)-bencenesul fonil]-(1-
hidroxicarbamoil-ciclopentil)}-amino]-propiénico; hidroxiamida del 4cido 3-exo-3-
[4-(4-fluoro-fenoxi)-bencensulfonilamino]-8-oxa-biciclo[3.2. 1 Joctan-3-
carboxilico; hidroxiamida del dcido (2R, 3R) 1-{4-{2-cloro-4-fluoro-benciloxi)-
bencensulfonil)-3-hidroxi-3-metil-piperidin-2-carboxflico; hidroxiamida del dcido
4-[4-(4-fluore-fenoxi)-bencensul fonilamino]-tetrahidro-piran-4-carboxiflico; dcido
3-[14{4-fluoro-fenoxi)-bencensulfonil]-( 1-hidroxicarbamoil-ciclobutil)-amino)-
propibnico; higroxiamida del icido 4-[4-(4-cloro-fenoxi)-bencensulfonilamino]-
tetrahidro-piran-4-carboxilico; hidroxiamida del dcido (R) 3-{4-(4-cloro-fenoxi)-
bencensulfonilaminio]-tetrahidro-piran-3-carboxilico; hidroxiamida del dcido (2R,
3R) 1-{4-(4-flucro-2-metil-benciloxi)-bencensuifonil}-3-hidroxi-3-metil-piperidin-
2-carbox(lico; deido 3-[[4-(4-fluoro-fenoxi)-bencensulfonil]-(1-hidroxicarbamoil-
1-metil-etil)-amino}-propidnico; dcido 3-[[4-(4-fluoro-fenoxi)-bencensulfonil]-(4-
hidroxicarbamoil-tetrahidro-piran-4-il}-amino}-propidnico; hidroxiamida del dcido
3-ex0-3-[4-{4cloro-fenoxi}-bencensul fonilamino]-8-oxa-biciclo[3.2. 1 Joctan-3-
carboxilico; hidroxiamida del cido 3-endo-3-[4-(4-fluoro-fenoxi)-
bencensulfonilamino}-8-oxa-biciclo[3.2.1]octan-3-carbox(lico; y hidroxiamida del
dcido (R) 3-[4-{4-fluoro-fenoxi}-bencensulfonilamino]-tetrahidro-furan-3-
carboxflico; y sales y solvatas farmacéuticamente aceptables de dichos
compuestos,

[0242] Un compuesto que comprende um anticuerpo monoclonal anti-M-CSF
humano de la invencidn también puede usarse con inhibidores de transduccidn de
sefiales, tales como agentes que pueden inhibir respuestus al EQF-R (receptor del



factor de crecimiento epidérmico), tales como anticuerpos de EGF-R, anticuerpos

" EGF y moléculas que son inhibidores de EGF-R; inhibidores del VEGF (factor de

crecimiento endotelial vascular) tales como receptores VEGF-R y molécnlas que
pueden inhibir VEGF; e inhibidores del receptor ertbB2, tales como moléculas
orginicas o enticuerpos que se ligan al receptor ertbB2, por gjemplo,
HERCEPTIN™ (Genentech, Inc.). Los inhibidores del EGF-R se describen, por
eieraplo, en WO 95/19970 (publicada e 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 1a Patente de los Bstados Unidos 5.747.498 (concedida ¢l 5 de mayo de
1998), y tales substancias pueden usarse en la presente invencién segin lo descrito
en ésta. Los agentes inhfbidores del EGFR incluyen, pero no estin limitados a, loa
anticuerpos monoclonales C225 y anti-EGF-R 22Mab (ImClone Systems
Incorparated), ABX-EGF (Abgenix/Cell Genesys), EMD-7200 (Merck KgaA),
EMD-5590 (Merck KgaA), MDX-447/H-477 (Medarex Inc, y Merck KgaA), y los
compucstos ZD-1834, ZD-1838 y ZD-1839 (AstraZencea), PKI-166 (Novartis),
PKI-166/CGP-75166 (Novartis), PTK 787 (Navurtis), CP 701 (Cephalon),
Ieflunomida (Pharmacia/Sugcen), CI-1033 (Warner Lambert Parke Davis), CI-
1033/PD 183,805 (Warner Lambert Parke Duvis), CL-387,785 (Wyeth-Ayerat),
BBR-1611 (Boehringer Mannheim GmbH/Roche), Neamidina A (Bristol Myers
Squibh), RC-3940-11 (Pharmacis), BIBX-1382 (Boehringer Ingslheim), OLX-103
(Merck & Co.), VRCTC-310 (Ventech Research), toxina de fusién EGF (Seragen
Inc.), DAB-389 (Seragen/Lilgand), ZM-252808 (Imperial Cancer Research Fund),
RG-50864 (INSERM), LFM-A12 (Parker Hughes Cancer Center), WHI-P97
(Parker Hughes Cancer Center), GW-282974 (Glaxo), KT-8391 (Kyowa Hakko) ¥
Vacuna EGF-R (York Medical/Centro de Immunologia Molecular (CIM)). Estos
y otros agentes inhibidores de EGF-R pueden usarse en la presente invencidn.
[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 1a presente invencién. Los inhibidores de
VEGF se describen en, por ejemplo, WO 99/24440 (publicada e} 20 de mayo de
1999), Solicitud Internacional PCT PCT/IB99/00797 (solicitads el 3 de mayo de
1999), WO 95/21613 (publicada el 17 dc agosto de 1995), WO 99/61422
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(publiceda ¢l 2 de diciembre de 1999), Patente de los 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 Estados 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 enero de 1998), WO 99/16755 (publicada el 8 de abril de
1999), y WO 98/02437 (publicada el 22 de enero de 1998), todas las cuales estén
incorporadas en ésta en su totalidad por referencia. Otros ejemplos de algunos
inhibidores especificos de VEGF itiles en la presente invencién son IM862
(Cytran Inc.); anticuerpo monoclonal anti-VEGF de Genentech, Inc.; y angiozima,
una ribozima sintética de Ribozyme y Chiron. Estos y otros inhibidores de VEGF
pueden usarse en la presente invencién segiin lo descrito en ésta. Los inhibidores
del receptor erbB2, tales como GW-282974 (Glaxo Wellcome pic), y los
anticuerpos rnonoclonales AR-209 (Aronex Pharmaceuticals Inc.) y 2B-1 (Chiron)
pucden ser combinados ademis con los compuestas 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 et 17 de abril de 1997), WO 95/19970 (publicada ¢ 27 de julio do
1995), Patente de los Estados Unidoa 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 1as cusles estdn incorporadas cn ésta ¢n su totalidad por referencia,
Los inhibidores del receptor erbB2 iitiles en 1a presente invencién tembién 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 Bstados Unidos 6.284.764 (concedida el 4
de seticmbre de 2001), ambas incorporadas on ésta en su totalidad por referencia.
Loa compuestos inhibidores del receptor erbB2 y la sustancia deacrita en las
solicitudes PCT, petentes U.S, y solicitudes provisionales U.S. arribs mencionadas,
como asl también otros compuesios y sustancias que inhiben ¢l receptor eshB2,



pueden usarse con el compuesto de 1a presente invencién de acuerdo con s
presente invencién,

[0244] Los sgentes anti-gupervivencia incluyen anticuerpos anti-IGF-IR y
agentes anti-integrina, tales camo snticuerpos anti-integrine.

[0248] Los agentes anti-inflamatorios pueden uaarse conjuntaments con un
anticuerpo anti-M-CSF de la invencién. Para el tratamiento de 1a artritis
reumsioide, 108 anticuerpos anti-M-CSF humanos de 1s invencién pueden
combinarse con agentes tales como inhibidores de TNF-a tales como drogas TNF
(tales como REMICADE™, CDP-870 y HUMIRAT™) y moléculas de
inmunoglobulina del receptor de TNF {tal como ENBREL™), inhibidores de IL-1,
antagonistas del receptor o IL-1re. soluble (par gjemplo Kineret o inhibidores de
ICE), inhibidores de COX-2 (tales como celecoxib , rofecoxib, valdecoxib y
etoricoxib), inhibidores de metaloproteasa (preferentemente inhibidores selectivos
para MMP-13), inhibidores de p2X7, ligandos de 25 (tales como NEUROTIN™
y PREGABALIN™), metotrexato de dosis baja, leflunomida, hidroxicloroguina,
d-penicilamina, suranofina u oro parenteral u oral. Los compuestos de la
invencidn también pueden usarse en combinacién con sgentes terapéuticon
existentes para el tratamiento de osteoartritis, Agentes adecuados a ser usados en
combinacidn incluyen agentes no esteroides anti-inflamatorios (en lo sucesivo
NSAID’s) tales como piroxicam, diclofenac, dcidos propi6nicos tales como
naproxeno, flurbiprofeno, fenoprofeno, quetoprofeno e fbuprofend, fenamatos tales
como Acido mefenimico, indometacina, sulindac, apasona, pirazolonas tal como
fenilbutazona, salicilatos tal como aspirina, inhibidores de COX-2 tales como
celecoxib, valdecoaib, Tofecoxib y ctoricoxib, analgésicos y terapias
intraarticulares tales como corticosteroides y écidoa hialurdnicos tales como
hialgan y sinvisc.

[0246] Los agentes anti-coagulantes pueden usaree conjuntamente con un
anticuerpo anti-M-CSF de la invencién. Ejemplos de agentes anti-coagulantes
incluyen, pero 1o estin limitados s, varfarina (COUMADIN™), heparina y
enoxaperina (LOVENOX™).

[0247] Los anticuerpos anti-M-CSF humanos de la presente invencién también
pueden usarse en combinacids con agentes cardiovasculares tales como
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bloqueadores de canales de calcio, agentes que disminuyen el nivel de lipidos tales
como estatinas, fibratos, bloqueadores beta, inhibidores de ACE, antagonistas del
receptor de angiotensing-2 ¢ inhibidores de la agregacién plaquetaria. Los
compuestos de Ia presente invencién también pueden usarse en combinacién con
agenics del sistema nervioso central (CNS) tales camo antidepresivos (tal como
sertralina), drogas antiparkinsonianas, tales como deprenil, L-dopa, REQUIP™,
MIRAPEX™, inhibidores dc MAOB tales como selegina y rasagilina, inhibidores
de comP tal como Tasmar, inhibidores de A-2, inhibidores de 1a reabsorcién de
dopamina, antagonista de NMDA, agonistas de nicotina, agonistas de dopamina e
inhibidores de 1a sintasa neuronal de éxido nftrico), y drogas anti-Alzheimer tales
como donepezil, tacrina, inhibidores de LIGANDOS a25 (tales como
NEUROTIN™ y PREGABALIN™), inhibidores de COX-2 , propentofilina o
metrifonato.

[0248] Los anticuerpos anti-M-CSF humanos de la presente invencién 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 diapndsti I

10249} En otro aspecto, Ia invencidn provee métodos diagnésticos. Los
anticuerpos anti-M-CSF pueden usarse para detectar M-CSF en una muestra
bioldgica iz vitro o in vivo. En una realizacién, la invencién provee un método
para diagnosticar Ia presencis o ubicacién de un tumor que expresa M-CSF en un
sujeto que necesita tal diagndstico, método que comprende las etapas de inyectar el
anticuerpo en el sujeto, determinar la expresién de M-CSF en el sujeto mediante 1a
localizacién del sitio de ligadurs del anticuerpo, comparar la cxpresién en el sujeto
con aquella de un sujeto de referencia normal o estindar y disgnosticar la presencia
o ubicacién del tumor.

{0250] Los anticuerpos anti-M-CSF pueden usarse en un inmunoensayo
convencional, incluyendo, sin limitacién, un ensayo ELISA, un ensayo RIA,
FACS, inmunochistoquimica de iejidos, transferencia de Western o
inmunoprecipitacién. Los anticuerpos anti-M-CSF de la invencién pueden usarse
para detectar M-CSF de humanos. En otra realizacién, los anticuerpos anti-M-CSF
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pueden usarse para detectar M-CSF de primates tales como monos cynomologus,
monos rhesus, chimpancés o simios. La invencién provee un método para detectar
M-CSF en una muestra biolégica, método que comprende poner en contacto una
muestra biolégica con un snticuerpo anti-M-CSF de la invencién y detectar el
anticuerpo ligado. En una realizacién, el anticuerpo anti-M-CSF esté marcado
directamente con un marcador detectable. En otra realizacitn, ¢l anticuerpo anti-
M-CSF (el primer anticuerpo) no estd marcado y un scgundo anticuerpo u otra
moléculn que puede ligar al anticuerpo anti-M-CSF esth marcadn. Como es bien
conocido por un entendido en ¢l arte, se elige un segundo anticuerpo que sea capaz
de ligar especificamente Ia especie y clase particular del primer anticuerpo. Por
¢jemplo, 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
con anticuerpos incluyen, sin limitacidn, Proteina A y Proteina G, ambas
disponibles comercialmente, por cjemplo, de Pierce Chemical Co.

[0251] Marcadores adecuados para el anticuerpo o anticuerpo secundario se han
revelado supra, & incluyen varias enzimas, grupoa prostéticos, materiales
fluorescentes, materiales luminiscentes y materiales radioactivos. Ejemplos de
enzimas adecuadas incluyen peroxidesa de ribano picante, fosfatasa alcalina,
[-galactosidasa o acetilcolinesterasa; cjemplos 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 luminiscente incluye fuminol; y ejemplos de
materiales radioactivos adecuados incluyen '2[, *'1, *S o ’H.

[0252] En otras realiznciones, M-CSF puede ensayarse en una muestra bioldgics
mediante un inmunoensayo de competicién utilizando esténdares de M-CSF
marcados con una substantia detectable y un anticuerpo anti-M-CSF no marcado.
En este ensayo se combinan la muestra biolégica, loa estdndares de M-CSF
marcados y ¢l anticuerpo anti-M-CSF, y s¢ determina 1a cantidad de M-CSF
cstindar marcado ligada sl anticuerpo no marcado. La cantidad de M-CSF en la
muestra biolégica es inversamente proporcional a ]2 cantidad de M-CSF estdndar
marcado ligada al anticuerpo anti-M-CSF.



77:‘)

-82-

[0253] Los inmunoensayos arriba expuestos pueden usarse para varios
propdsitos, Por ejemplo, pueden usarse anticuerpos anti-M-CSF para detectar M-
CSF en células o sobre la superficie celular de las células en un cultivo celular, o
scgregado en ¢l medio de cultivo de tejidos. Los anticuerpos anti-M-CSF pucden
usarse para determinar la cantidad de M-CSF sobre la superficie de células o
segregado en ¢l medio de cultivo de tejidos que han sido tratados con varios
compuesios. Este método puede usarse parn identificar compuestos que son itiles
para inhibir o activar la expresidn o secrecién de M-CSF. De acuerdo con este
método, una muestra de células se trata con un compuesto de ensayo durante un
periodo de tiempo, mientras que otra muestra se deja sin tratar. Si desea medirse el
nivel lota] de M-CSF, las células se someten a lisis y se mide el nive! total de M-
CSF usando uno de los immunoensayos descritos precedentemente. El nivel total
de M-CSF c¢n las células tratadas se compara con el nivel de M-CSF en las células
no tratadas para determinar ¢l efecto del compuesto de ensayo.
[0254] Un inmunoensayo para medir niveles de M-CSF total s un ensayo
ELISA o de transferencia de Western, Si desea medirse el nivel d& M-CSF enla
superficie celular, las células no se someten a lisis, y se pueden medir los niveles
de M-CSF en la superficie celular, usando uno de los inmunoensayos descritos
precedentemente. Un inmunoensayo para determinar niveles de M-CSF en la
superficie celular puede incluir las etapas de marcar lag proteinas de la superficie
celular con un marcador detectable, tal como biotina o '*1, inmunoprecipitar el M-
CSF con un anticuerpo anti-M-CSF y detectar luego el M-CSF marcado. Otro

‘ inmunoensayo para determinar Ia localizacién de M-CSF, par cjemplo, niveles en
Ia superficie celular, puede ser inmunohistoquimica. Métodos tales como BELISA,
RIA, transferencia de Western, inmunohistoquimica, marcado en 1a superficie
celular de proteinas integrales de la membrana ¢ inmunoprecipitacion son bien
conocidos por el arte. Vea, por cjemplo, Harlow y Lane, supra. Ademis, los
inmunoensayos pueden realizarse en mayor escala para una clasificacidn de alto
rendimiento, con el fin de ensayar un gran niimero de compucstos para la
activacién o inhibicién de M-CSF.
[0255] Otro ejemplo de un inmunoensayo para medir niveles de M-CSF
segregado puede ser un ensayo de captacién de antigeno, ELISA, ensayo
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inmunohistoquimico, transferencia de Western y similares usando anticuerpos de
la invencidn. Si se desea medir M-CSF segregado, puede ensayarse un medio de
cultivo celular o un fluido corporal, tales como suero sanguineo, orina o fluido
sinovial, por M-CSF segregado y/o pueden lisarse células para liberar M-CSF
producido, pero todavia no segregado. Un inmunoensayo para determinar niveles
scgregados de M-CSF incluye las etapas de marcar las proteinas segregadas con un
marcador defectable, tal como biotina o 21, inmunoprecipitar el M-CSF con un
anticuerpo anti-M-CSF y detectar luego el M-CSF marcado. Otro inmunoensayo
par determinar niveles scgregados de M-CSF puede incluir las etapas de (a) pre-
ligar anticuerpos anti-M-CSF a 1a superficie de una placa de microtitulacién; (b)
agregar un medio celular de cultivo de tejido o un fluido corporal que contiene el
M-CSF segregado a 1ag cavidades de 1a placa de microtitulacién para ligatlo a los
anticuerpos anti-M-CSF; (c) agrega.r un anticuerpo que detectard 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); (J) agregar
un anticuerpo 8 digoxigenina conjugada a peroxidasa; y (c) agregar un substrato de
peroxidasa que proveerd un producto de reaccién coloreado que puede ser
cuantificado para determinsr ¢l 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, inmunohistoquimica y ensayo de captacién de
antigenos son bien conocidos por el arte. Vea, por ejemplo, Herlow y Lane, supm.
Ademis, los inmunoensayos pueden realizarse en mayor escala para una
clasificacién de alto rendimiento, con el fin de ensaysr un gran nimero de
compuestos para Ia activacién o inhibicién 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 tejido o en células
derivadas del tejido. En algunas realizciones, el tejido es un tejido enfermo. En
algunas realizaciones, el tejido puede ser un tumor o una biopsia del mismo. En
algunas realizaciones del método, un tejido o una biopsia del mismo puede ser
cxtirpado de un paciente, Luego, el tejido o biopsia pucede usarse en un
inmunoensayo para determinar, por ejemplo, niveles totales de M-CSF, niveles de
M-CSF en la superficie celular o la localizacién de M-CSF mediante métodos
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discutidos precedentemente.

[0257] El método puede comprender las etapas de administrar un anticuerpo anti-
M-CSF marcado en forma detectable o una composicién que lo comprende a un
paciente que necesita tal ensayo diagnéstico y someter al paciente a un andlisis por
imagen para determinar Ia ubicacién de los tejidos que expresan M-CSF. El
andlisis por imagen s bien conocido por el arte médico, ¢ incluye, sin limiacién,
anilisis con rayos x, diagnéstico por imagen con resonancia magnética (MRI) o
tomografia computads (CE). El anticuerpo puede marcarse con cualquier agente
adecuado para diagnéstico por imagen in vivo, par cjemplo un agente de contraste,
tal como bario, que pucde usarse pars andlisis con rayos x, o un agente de contraste
magnélico, tal como un quelato de gadolinio, que puede usarse para MRI o CE.
Otros agentes para marcacién incluyen, sin limitacién, radioisétopos, tal como
#Tc. Bn otra realizacién, el anticucrpo anti-M-CSF no estard marcado y serd
diagnosticado por imagen mediante la administracién de un segundo anticuerpo u
otra molécula que sca detectable y que pueda ligar el anticuerpo anti-M-CSF. En
una realizacidn, se obtiene una biopsia del paciente para determinar si el tejido de
interés expresa M-CSF.

[0258] Los anticuerpos anti-M-CSF de la invencién también pueden usarse para
determinar los niveles segregados de M-CSF en un fluido corporal tal como suero
sanguineo, orina o fluido sinovial derivado de un tejido. En algunax realizaciones,
el fluido corporal ¢s de un tejido enfermo. Bn algunas realizaciones, ¢l fluido
corporal eg de un tumor o una biopsia del mismo. En algunas realiznciones del
método, se scpara fluido corporal de un paciente. Lucgo se usa el fluido en un
inmunoensayo para determinar niveles de M-CSF segregado mediante los métodos
discutidos precedentemente. Una realizacién de la invencién es un método para
ensayar la actividad de un antagonista de M-CSF, método que comprende:
administrar un antagonista de M-CSF a un primate o sujeto humano y medir ¢l
niimero de monocitos CD14+CD16+ en una muestra bioldgica.

Métodos terapéuticos sados

[0259] En otra realizacién, la invencién provee un método para inhibir la
actividad de M-CSF mediante la administracién de una anticuerpo anti-M-CSF a
un paciente que lo necesita, Cualquiera de los tipos de anticuerpos descritos en ésta
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puede usarse terapéuticamente. En una realizacién preferida, el anticuerpo anti-M-
CSF es un anticuerpo humano, quimérico o humanizado, En otra realizacién
preferida, el M-CSF es humano y el paciente es un paciente humano.
Alternativemente, ¢l paciente puede ser un mamifero que expresa un M-CSF con ¢l
cual el anticuerpo anti-M-CSF reacciona en forma cruzada, B! anticuerpo puede
ser administrado 8 un memifero no humano que expresa un M-CSF con ¢l cual ¢l
anticuerpo reacciona en forma cruzada (es decir, de un primate) con propdsitos
veterinarios 0 como un modelo animal de una enfermedad humana. ‘Tales modelos
animales pueden ser itiles para evaluar la eficacia terapéutica de anticuerpos de
csta invencidn.

[0260] Segiin lo usado en ésta, el término “un trastorno en cl cual 1a actividad de
M-CSF ea pemiciosa™ incluye enfermedades y otros trastormos en los cuales la
presencia de elevados niveles de M-CSF en un sujeto que sufre del rastorno
mostré ser, o supuestamente es, responsable por Ia patofisiologfa del trastomo o e
un factor que 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 autofosforilacién sumentuda de la
tirosina de o-fins en las células o los tejidon afectados de un sujeto que sufre el
trastorno. Bl aumento de niveles de M-CSF puede detectarse, por cjemplo, usando
un anticuerpo anti-M-CSF segiin lo descrito precedentemente.

[{0261] En una realizacién, un anticucrpo anti-M-CSF puede administrarse a un
paciente que tien¢ un tumor que expresa c-fims o un tumor que segrega M-CSF y/o
que expresa M-CSF sobre su superficie celular. Preferentemente, ¢l tumor expresa
un nivel de c-fms 0 M-CSF que es mayor que el nivel en un tejido normal. El
tumor puede ser un tumor s8lido o puede ser un tumor no sélido, tal como un
linfoma. En una realizacién mis preferida, un anticuerpo anti-M-CSF puede
administrarse a un paciente que ticne un tumor que expresa c-fins, un tumor que
expresa M-CSF o un tumor que scgrega M-CSF que es canceroso. Ademis, el
turnor pucde ser canceroso. En una realizacién nin mis preferida, ¢l tumeor es un
céncer de pulmén, mama, préstata o colon. En otra realizacién preferida, el
anticuerpo anti-M-CSF administrado & un paciente resulta en que M-CSF no esté
wmis ligado al receptor c-fis. En una realizacién altaments preferida, ¢l método
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causa que ¢l tumor no awmnente en peso o volumen o que disminuys en peso o
volumen, En oftra realizacién, el método causa que el c-fms sobre células
tumorales no esté ligado por M-CSF. En otra realizacién, ¢l mélodo causa que el
M-CSF sobre células tumorales no esté ligado s c-fins. En otra realizacién, ¢l
método causa que el M-CSF segrepado de Ins células tumorales no esté ligado a o-
Jms. Enum realizacién preferida, 1 anticuerpo se selecciona entre 252, 88, 100,
3.8.3,2.7.3,1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser,
9.14.4C-Ser, B.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 9.14.4-
CGH4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 6 9.14.4G1 &
comprende una cadena pesada, cadena liviana o regién que liga antigeno del
mismo,

[0262] En otra realizacidn preferida, un anticuerpo anti-M-CSF puede
sdministrarse a un paciente que expresa niveles inapropiadamente ¢levados de M-
CSF. El arte conoce que la expresién de niveles elevados de M-CSF puede
conducir a una veriedad de cdnceres comunes. En una realizacién, dicho método se
refiere al tratamiento de céncer, tal como céncer de cerebro, de células escamosas,
de vejigs, gistrico, pancredtico, de mama, de cabeza, de cuello, esofigico, de
prostata, colorectal, de pulmén, renal, de rifién, de ovarios, ginecolégico o de
tiroides. Pacientes que pueden tratarse con un compuesto de la invencién de
acuerdo con los métodos de esta invencién incluyen, por ejemplo, pacientes a los
cuales s¢ ha diagnosticado o que tienen céncer de pulmén, cincer de hueso, céncer
pancreitico, céncer de piel, cdncer de cabeza y de cuello, melanoma cuténeo o
intraocular, cincer uterino, cincer de ovarios, céncer rectal, cincer de la regién
anal, cdncer estomacal, cincer del colén, cincer de mamas, tumores ginecoldgicos
(por ejemplo, sarcomas uterinos, carcinoma de las trompas de falopio, carcinoma
del endometrio, carcinoma cervical, carcinoma de la vagina o cercinoma de la
vulva), enfermedad de Hodgkin, cincer del eséfago, céncer de intestino delgado,
céncer del sistema endécrino (por ¢jemplo, cincer de las glindulas tiroide,
paratiroide o adrenales), sarcomas de los tejidos blandos, cincer de la uretra,
céncer del pene, céncer de prostata, leucemia crénica o aguda, tumores sélidos (por
¢jemplo, sarcomas, carcinomas o linfomas que son cAnceres de tejidos corporales
diferentes de sangre, médula ésea o ¢l sistema linfiltico), tumores sélidos de 1a
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niflez, linfomas linfoclticos, cincer de la vejiga, cincer del rifldn o de la uretra (por
cjemplo, carcinoma de las células renales, carcinoma de la pelvis renal), o
ncoplasmas del sistema nervioso central (por ejemplo, linfoma del sistema
nervioso central (CNS) primario, tumores del eje espinal, gliomas de las células
madre de cerebro o adenomas pituitarios). Er una realizacién més preferida, el
anticuerpo anti-M-CSF sc administra a un paciente con cncer de mama, cincer de
prostata, cincer de pulmén o céncer de colon. En vna realizacion aiin mis
preferida, €l método causa la detencidn de la proliferacién anormal, el aumento del
peso o volumen o la disminucién del peso o volumen del tumor debido al céncer.
(0263] El anticuerpo puede administrarse una sola vez, pero mds preferentemente
s¢ administra varias veces. Por ejemplo, el anticuerpo puede administrarse de tres
veces por dia s una vez cada seis meses o periodo mayor. La administracién puede
realizarse segiin un programa tal como ires veces por dia, dos veces por dia, una
vez por dia, una vez cada dos dias, una vez cada ires dias, una vez por semans, 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 continug viz una minibomba. El anticuerpo puede administrarse via ruta
oral, mucosal, bucal, intranassl, inhalable, intravenoss, subcutines, intramuscular,
pearenteral, intratumoral o tépica. El anticuerpo puede administrarse en el sitio del
tumor o 1a parte inflamada del cuerpo, en ¢l 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, sl menos doa veces o al menos durante el
perfodo de tiempo necesario pam tratar, paliar o curar 1a condicién. Generalmente
¢l anticuerpo seri 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, o hasts que esté curada la parie inflamada del cuerpo. Generalmente cl
anticuerpo seré administrado como parte de une composicidn farmacéutica como la
descrita supra. La dosificacién del anticuerpo estard gencralmente en la gama de
0,1-100 mg/kg, mis preferentemente 0,5-50 mg/kg, més preferentemente 1-20
mg/kg y atin mis preferentemente 1-10 mg/kg. La conceniracién del anticuerpo en
suero pucde medirse mediante cuslquier método conocido en ¢l arte.

[0264] En otro aspecto, el anticuerpo anti-M-CSF puede co-administrarse con



otros agentes terapéuticos, tales como agentes anti-inflamatorios, agentes anti-
coagulantes, agentes que disminuirdn o reducirén la presién sanguinea, drogas o
moléculas anti-neopldsicas, a un paciente que tiene un trastorno hiperproliferativo,
tal como céncer o un tumor. En un aspecto, la invencitn se refiere a un método
para el tratamiento del trastormo hiperproliferativo en un mam{fero que comprende
administrar a dicho mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de la invencién en combinacién con un agente antitumoral seleccionado
del grupo formado por, pero no limitado 8, inhibidores mitéticos, agentes de
alquilacidn, anti-metabolitos, agentes de intercalado, inhibidores del factor de
crecimiento, inhibidores del ciclo celular, enzimas, inhibidores de topoisomerasa,
modificadores de la respuesta biolégica, anti-hormonas, inhibidores de quinssa,
inhibidores de matriz metaloproteasa, productos terapéuticos genéticos y anti-
andrdgenos. En una realizacién mis preferida, el anticuerpo puede administrarse
con un agente antineopldsico, tal como adriamicina o taxol. En otra realizacién
preferida, ¢l anticuerpo o la combinacidn terapéutica se administra conjuntarnente
con radioterapia, quimioterapia, terapia fotodindmica, cirugia u otra inmunoterapia.
En aiin otra realizactdn preferida, el anticuerpo serd administrado conjuntamente
con ofvo anticuerpe. Por gjemplo, el anticuerpo anti-M-CSF puede administrarse
conjuntamente con un anticuerpo u otro sgente conocido por inhibir tumores o la
proliferacién de células cancerosas, por ¢jemplo, un anticuerpo o agente que inhibe
el receptor erbB2, EGF-R, CD20 o VEGF.

[0265] La co-administracién del anticuerpo con un agente terapéutico adicional
(terapia de combinacién) incluye administrar una composicién farmacéutica que
comprende ¢l anticuerpo anti-M-CSF y el agente terapéutico adicional y
administrar dos 0 més composiciones farmacéuticas por scparado, una que
comprende ¢l anticuerpo anti-M-CSF y 1a otra (les otras) que comprende(n) el
agente (los sgentes) terapéutico(s) adicional(es). Ademés, si bien co-
administracién o terapia combinatoria significa generalmente administrar el
anticuerpo y los agentes terapéuticos adicionalcs simultineamente, también incluye
casos en los cuales el anticuerpo y los agentcs terapéuticos adicionales son
administrados en tiempos diferentes. Por ejemplo, el anticuerpo puede
administrarse una vez cada tres dias, micatras que ¢l agente terapéutico se
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administre ima vez por dis. Alternativamente, el anticuzerpo 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 radioterapis, quimioterapia, terapia fotodindmica, cirugfa u
ofra inmunoterapia.
[0266] El anticuerpo y uno o mis agentes terapéuticos adicionales (1a terapia
combinatoria) pueden administrarse una vez, dos veces o al menos durante el
periodo de tiempo necesario para tratar, paliar o curar Is condicién.
Preferentemente, la terapia de combinacién se administra varias veces. La temapia
combinatoria puede administrarse desde treg veces por dia a una vez cada seis
meses. La administracidn puede realizarse segdn un programa tal como tres veces
por dia, dos veces por dia, una vez por dfa, una vez cada dos dfas, una vez cada tres
diu,mvezporna.umwzqndndosmmmcuﬂamu. one vez
cada dos meses, uns vez cada tres meses y una vez cada seis meses, o puede
administrarse en forma continua via una minibomba. La terapia de combinacidn
puede admninistrarse via ruts oral, mucosal, bucal, intranasal, inhglable,
intravenosa, subcutdnea, inirarmuscular, parenteral, intratumoral o tipica. La
terapia combinatoria puede administrarse en un sitio distante del sitio del tumor.
Generalmente 1a terapia de combinacién serd administrada mientras que el tumor
esté presente, sicmpre que el anticuerpo tenga ¢l efecto de detener ¢l crecimiento o
disminuir el peso o volumen del tumor.
[0267) En atin otra realizacién, el anticuerpo anti-M-CSF est marcado con un
mdiomarcador, una invunotoxing o toxina, o es upa proteina de fusién que
comprende un péptido tdxico. El anticuerpo anti-M-CSF o la proteina de fusién
que comprende el anticuerpo anti-M-CSF dirige el radiomarcador, inmunotoxina,
toxine o péptido tdxico hacia la célula que express M-CSF. En una realizacién
preferida, el radiomarcador, intmmnotoxina, toxina o péptido téxico se internaliza
despuéa de que el anticuerpo anti-M-CSF se liga al M-CSF sobre 1a superficic de la
célula blanco.
{0268] En otro aspecto, el anticuerpo snti-M-CSF puede usarse pam tratar
estados no cancerosos en loa cuales clevados niveles de M-CSF y/o M-CSF han
sido asociados con ¢l estado o enfermedad uo canceroso. En una realizacién, el
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método comprende la etapa de administrar una anticuerpo anti-M-CSF a un
paciente que tiene un estado patolégico no conceroso causado o exacerbado por
elevados niveles de M-CSF y/o niveles o actividad de M-CSF. En una realizacién
muls preferida, ¢l anticuerpo anti-M-CSF lentifica el progreso del estado patolégico
no canceroso. En una realizacién mds preferida, el anticuerpo anti-M-CSF deticne
o invierte, al menos en parte, el estado patolégico no canceroso.

Terapia con genes

[0269] Las moléculas de cido nucleico de 1a presente invencién pueden
administrarse a un paciente que lo necesita via terapia con genes, La terapia puede
ser O in vivo o ex vivo. En una realizacidn preferida, se administran a un paciente
moléculas de dcido nucleico que codifican ambas, una cadena pesada y una cadena
liviana, Bo una realizacién mis preferida, las moléculas de dcido nucleico se
administran de modo tal que se integran en forma estable en los cromosomas de
ctlulas B, debido a que estas células estin especializadas para producir
anticuerpos. En una realizacién preferida, células B precursoras se transfectan o
infectan ex vivo y se re-transplantan en un paciente que lo necesita. Enotma
realizacién, células B precursoras u oires células se infectan in vivo usando un
virus conocido por infectar ¢l tipo celular de interés. Vectores tipicos usados para
terapia con genes incluyen liposomas, plismidos y vectores virales. Vectores
virales tipicos son retrovirus, adenovirus y virus adeno-asociados. Después de la
infecciém in vivo o ex vivo, pueden monitorearse 1os niveles de expresién del
anticuerpo tomando una muestra del paciente tratado y usando cualquier
inmunoensayp conocido en el arte o discutido en ésta.

[0270] En una realizacién preferida, ¢l método de terapia con genes comprende
1as etapas de administrar una molécula de dcido nucleico aislada que codifica la
cadena pesada o una porcién que liga antigeno de 1a misma de un anticuerpo snti-
M-CSF y cxpresar la molécula de dcido nucleico. Bn otra reslizacién, el método
de terapia con genes comprende las etapas de sdministrar una molécula de Acido
nucleico sislada que codifica la cadena livianz o una porcién que liga antigeno de
la misma de un anticuerpo anti-M-CSF y expresar la molécula de dcido nucleico.
En un método mia preferido, el método de terupia con genes comprende las ctapas
de administrar una molécula de dcido nucleico aislada que codifica la cadena
pesada o una porcién que liga antigeno de la misma y una molécula de dcido
nucleico aislada que codifica Ia cadena liviana o la porcidn que liga antigeno de In
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misma de un anticuerpo anti-M-CSF de Ia invencién y expresar las moléculas de
écido nucleico. El método de terapia con genes también puede comprender 1a etapa
de administrar otro agente anti-cincer, tales como texol o adriamicina,
[0271] Con el fin de un mejor entendimiento de est invencidn, s exponen los gemplos
siguientes. Bsiog ejemplos tienen solamente €] propéeito de ilustmacién y no deben ser
iniexpretados como kimitatives de cualquier modo del alcance de la invencidn,

EEMPLO1I

como Rigue:

Inmunizacidén y generacidn de hibridomas

Ratones XENOMOUSE™ de ocho a diez semanas se ipmunizaron
intraperitonealmente o en las plantas de sus patas taseras con M-CSF humano (10
pg/dosis/ratén). Esta dosis se repitié cinco a siete veces durante un perfodo de tres
a ocho semanas. Cuatro dias antes de la fusién, se administrd a los ratones uma
inyeccion final de M-CSF humano en PBS. Los linfocitos del bazo y del nodo
linfitico de los ratones inmunizados se fusionaron con la linea celular no secretoria
del micloma P3-X63-Ag8.653, y las células fusionadas se sometieron a seleccién
en medio HAT como previamente descrito (Galfre y Milstein, Methods Enzymol.
73:3-46, 1981). Se recuperd un panel de hibridomas, todos los cuales segregan
aaticuerpos IgG2 e IgG4 humanos especificos para M-CSF, Tamhbién s¢ generaron
anticuerpos usando la tecnologia XENOMAX™ segiin lo descrito en Babcook, J.S.
el al., Proc. Nail. Acad. Sci. USA 93:7843-48, 1996. Para estudios adicionales sc
seleccionaron nueve lineas celulares producidas por ingenieria genética para
producir anticuerpos de Ia invencidn y se designaron como 252, 88, 100, 3.8.3,
2.7.3,1.120.1,9.14.4, 8.10.3 y 5.7.2.

{0272a] Los hibridomas fueron depositadoa de acuardo con los términos del
Tratado de Budapest en la American Type Culture Collection (ATCC), de 10801
University Boulevard, Manassas, Virginla 20110-2209, el 8 de Agosto de 2003. A
fos hibridomas les fuaron asignados ios siguiantes nimeros de accago:

Hibridoma 3.8.3 (LN 15891) PTA5390
Hibridoma 2.7.3 (LN 15892) PTA-5391
Hibridoma 1.120.1 (LN 15883) PTA-53062
Hibridoma 9.7.2 (LN 15894) PTA-5393
Hibridoma 8.14.4 (LN 15885) PTA-5304
Hibvidoma B8.10.3 (LN 15886) PTA-5396
Hibridoma 88-gamma (UC 25489) PTA-5396
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Hibridoma 88-kappa (UC 25480) PTA-5397
Hibridoma 100-gamma (UC 25491) PTA-5308
Hibridoma 100-kappa (UC) 25462) PTA-5399
Hibridoma 252-gamma (UC 26493) PTA-5400
Hibridoma 252-kappa (UC 25484) PTA-5401

EJEMPLO I

ligis de utili
[0273] Se cloné DNA que codifica los cadenas pesada y livians de los
anticuerpos monoclonales 252, 88, 100, 3.8.3,2.7.3, 1,120.1, 9.14.4, 8.10.3 y9.7.2
a partir de las lineas celulares de hibridoma respectivas y se determinaron las
secuencias del DNA mediante métodos conocidos por los entendidos en el arte,
Adicionalmente, el DNA de las lineas celulares de hibridoma 9.14.4, 8.10.3 y 9.7.2
sc sometid a mutacién en regiones de framework especificas en ¢l dominio
variable y/o se modificé cl isotipo para obtener, por gjemplo, 9.14.41, 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 1a invencién:

Tabla 2
Utilizacién de genes de cadenas pesadns y livianes
Clon Cadena pesada Cadena livinna kappa

SEQIDNO: |Vy |Du |Jsz |SEQIDNO: |V, Ju

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

B8 56 3-7 (613 |4 7,8 012 |3

100 9,10 3-23 |1-26 | 4 11,12 L2 13
383 14 3-11 | 7-27 | 4 16 LS |3
2,7.3 18 3-33 |1-26 |4 20 LS |4
1.120.1 22 1-18 | 4-23 |4 24 Bl |1
9.14.41 25,26 3-11 | 727 [4b 27,28 012 |3
8.10.3F 29, 30 348 |1-26 | 4b 31,32 A27 |4
9.7.20F 33,4 3-11 1613 | 6b 35,36 012 |3
9.14.4 37,38 3-11 | 7-27 | 4b 27,28 012 |3
8.10.3 29, 30 348 | 1-26 | 4b 43, 44 A27 |4
9.7.2 45, 46 3-11 | 613 | 6b 47,48 012 |3
8.10.3FG1 97,98 348 |1-26 | 4b 31,32 A27 |4
9.14.4G1 101,102 3.11 | 7-27 | 4b 27,28 012 13
9.14 AC-Ser 54 3-11 | 7-27 | 4b 56 012 |3
9.14.4-CG2 74 3-11 {7-27 | 4b 56 012 |3
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Clon Cadena pesada Cadena liviana kappa
9.14.4-CG4 78 3-11 | 7-27 | 4b 56 012 }3
8.10.3C-Ser 58 348 | 1-26 | 4b 60 A27 |4
8.10.3-CG2 62 348 | 1-26 | 4b 60 A27 |4
8.10.3-CG4 94 348 | 1-26 | 4 60 A27 |4

8.10.3-Ser 90 348 | 1-26 [ 4b 43, 44 A27 |4
9.7.2C-Ser 50 3-11 | 6-13 | 6b 52 012 |3
9.7.2-CG2 66 3-11 | 613 |6 52 012 |3
9.7.2-CG4 70 3-11 | 6-13 | 6b 52 012 |3
9.7.2-Ser 86 3-11 | 6-13 [ 6b 47,48 Q12 |3
9.14.4-Ser 82 3-11 [7-27 | 4b 27,28 012 |3

[0274] Se llevd a cabo mutagénesis de residuos especificos de las cadenas
pesadas y livianas, diseflando cebadores y usando ¢l Equipo para Mutagénesis
Dirigida a un Sitio QuickChange de Stratagene, de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Las mutaciones se confirmaron mediante secuencincién eutométics,
y los inserios mutagenizados se gubclonaron en veclores de expresién. Los
vectores de expresifn se transfectaron en c&lulas HEK293 para producir suficientes
anticuerpos para la caracterizacién.

Engayo de prolifers ps monociticas de mtén dep
[0275] Se condujeron ensayos in witro para medir Ia proliferacion de células
monociticas de ratén dependicnte de M-CSF en la presencia de anticuerpos anti-M-
CSF para determinar el grado de inhibicién medianie anticuerpos anti-M-CSF.
(0276] Se obtuvieron células monociticas de ratdn, células M-NFS-60, de la
coleccién American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, VA) y las
células se mantuvieron en medio RPMI-1640 que contiene L-glutamina 2 mM
(ATCC), 10% de suero bovino fetal (FBS) (Invitrogen, Carlsbed, CA) inactivado
por calor, 2-mercaptoetanol 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 0 a 2,5 x 10* células para ser usadas en 2
dias. Antes de usar Ias células en el ensayo, se lavaron tres veces con RPMI-1640,
sc contaron y se sjustd el volumen con medio de ensayo o 2 x 10° células/ml.
Todos los ensayos se realizaron por triplicedo en placas de cultivo de tejido



tratadas de 96 cavidades (Corning, Coming, NY). A cada cavidad se agregaron 50
il de las células lavadas, 100 pM & 1000 pM de M-CSF en un volumen de 25 ul y
un anticuerpo de ensayo o control en varias concentraciones en un volumen de 25
Ml de buffer de acetato (cloruro de sodio 140 mM, acetato de sodio 20 mM y 0,2
mg/m| de polisorbato 80, pH 5,5) hasta un volumen final de 100 pl Los
anticuerpos de la invencién se ensayaron solos y con M-CSF humano.Las placas se
incuberon durante 24 horas (h) a 37°C con 5% de CO;.
[0277] Despuéa de 24 horas, se agregaron 10 ul/cavidad de 0,5 puCi de *H-
timidina (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) y laa células se pulsaron con la
timidina durante 3 horas, Para detectar 1a cantidad de timidina incorporada, las
células se cosecharon sobre placas de filiro unifilter GF/C pre-humedecidas
(Packard, Meriden, CT) y se lavaron 10 veces con agua. Las placas se dsjaron
secar durante la noche. Se sellaron las salidas de fondo de las placas filtrantes.
Luego, s agregaron 45 pl de Microscint 20 (Packard, Meriden, CT) por cavidad.
Después de scllar 1a parte superior, las placas se introdujeron en un contador
microbeta Trilux (Wallac, Norton, OH) para el conteo.
[0278] BEstos experimentos demuestran que los anticuerpos auti-M-CSF de la
invencién inhiben la proliferacidn de ctlulas monociticas de ratdn en respuesta a
M-CSF. Adcmis, usando varias concentraciones de anticuerpos, se determiné la
ICso para la inhibicidn de la proliferacién de células monociticas de ratdn para los
anticuerpos 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4,
8.10.3 y 9.7.2 (ensnayo de proliferacidn celular, Tabla 3a y Tabla 3b).

Tabla 3a

Anticuerpo a5 .1 .88 -100 " :{ 3.8.3"1 2.7.3 llZlﬁ

Tnsayo de proliferacién de | 1,86% | 231x | 744x [ 735 196%| 1.99%
células monociticas de ratén | 100 | 107 | 10M° | 107 | 10° | 10™°
dependiente de M-CSF
[Csex M]

Ensayo de activacién de | 8,67x | 5,80x | 1,53x [8,6x{7,15x | 885x

monocitos de la sengre 10° | 10 | 10™ | 107 | 10" | 10

entera humana
[ICsou M]




-95.
\ Anticuerpo 282 4 881" 1007 [.3.83 ["2.7.3+] 1.120] -
Ensayo de inhibicionde | 747% | 4,45x | 1,252 | 7,0x | 3,08x ] 1,57x
ligadura al receptor 107 | 10" | x10® | 10" | 10%° | 1070
[(Cso, M 1]
Tabla 3b
- Antcusth6” * [ 9.14.41 | 8.103F [ 9.7.2IF | 9.1424-[ 8.10.3 [ 9.72
Ensayo de 202x | 4,13x TA7Tx | 2,02x |4,13x] 737x
proliferacién de 10 107 10 | 10™ { 10" | 10™
células monociticas de
ratdn dependiente de
M-CSF [ICso, M]
Ensayo de activacién | 249x | 446x | 1,125x | 648x | 28x | 1,98
de monocitos de 1a 10710 10 10° 10° | 10 | 107
sangre entera bumana
M]
Ensayo de inhibicién | 2,97x | 98x10" | 529x | 41Ix | 1,5x |6x10
de ligadura al receptor | 107° n 107° | 10" | 10® 1
[ICss, M ]
EIEMPLO IV
nsayo de activacitn de monocitos de Ia sangre entera humans

(0279] Se condyjeron ensayos in vitro para medir los cambios de farma de
monocitos dependicntes de M-CSF en la presencia de anticuerpos anti-M-CSF para
determinar si los anticuerpos anti-M-CSF eran capaces de inhibir la activacién de
monocitos de Ia sangre entera humana y su grado de inhibicién de las
modificaciones de la forma de los monocitoa.

[0280] En cavidades individuales de una placa de cultivo de tejidos de 96
cavidades se mezclaron 6 pi de anti-M-CSF 1,7 nM y 94 1l de sangre humana
entera para una concentracién final de 102 pM del anticuerpo anti-M-CSF. Laa
placas se incubaron a 37°C en un incubador de cultivo de tejido en siméafera de
CO,. Luego, las placas se sacaron del incubador. A cada cavidad so agregaron 100
pl de una solucién de Gjador (0,05% de formalina en solucién fisioldgica buferada
con fosfato sin MgCly 6 CaCly) y lan placas se incubaron durante 10 minutos &
temperatura ambiente. Para cada muestra s¢ mezclaron 180 pl de cada cavidad y 1
ml de buffer de lisis de eritrocitos. Los tubos se agitaron durante 2 segundos con
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formacién de vértice. Luego, las muestras se incubaron a 37°C durante 5 minutos
mmbaﬂodelzuaconw‘bncibngunmmlou eritrocitos a lisis, pero dejando
intacto los monocitos. Inmediatamente después de esta incubacién, las muestras se
leyeron en un aparato de barrido de células activadas por fluorescencia (FACS)
(FACS BD Beckman) y los datos se analizaron utilizando la versién 3.4 del
software para el aparato FACS, .

[0281] Estos experimentos demostraron que los anticuerpos anti-M-CSF de Ia
invencién inhiben cambios de forma de monocitos en comparacién con muestras
de control. Usando ¢l ensayo de cambio de forma de monocitos, se determind la
ICso para los anticuerpos 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.4], 8.10.3F,

9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3 y 9.7.2 (activacién de monocitos en sangre entera humnana,
Tabla 3a y Tabla 3b).

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

[0283] Sc lavaron células NTH-3T3 transfeciadas con células c-fims o0 M-NSF-60
humanas mantenidos en solucién fisiolégica de Dulbecco bufferada con fosfato sin
magnesio ¢ calcio. Las células NTH-3T3 se scpararon de 1as placas de cultivo de
tejidos con tetra-acetato de etilendiamina (EDTA) 5 mM, pH 74, Las células NIH-
3T3 se volvieron sl incubador para cultivo de tejidos durante 1-2 minutos y el
frasco (los frascos) se golpeé (golpearon) ligeramento para aflojar las células. Las
células NTH-3T3 y las células M-NSF-60 se transfiricron a tubos de 50 ml y se
lavaron dos veces con buffer de reacciém (1x RPMI xin bicarbonato de sodio que
contiene écido N-2-hidroxietilpiperazin-N*-2-ctansulfénico (HEPES) 50 mM, pH
7.4). Luego, las células NTH-3T3 sc resuspendieron en buffer de resccién para una
concentracién final de 1,5 x 10° células/ml, Las célules M-NSF-60 se
resuspendieron en un buffer de reaccitn para una concentracién final de 2,5 x 10°
células/ml.

{0284] Para el ensayo, s¢ mezclaron en un tubo pura ligadura 9 ul de una
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solucién de sacarosa 0,4 M estéril, 100 pl de '“T-M-CSF (Amersham, IMQ7228v)
R una concentracién final de 200 pM en RPMI-1640 que contiene HEPES 50 mM
(pH 7.4), 0,2% de alblmina de mucro bovino y 100 ! de M-CSF 0 marcado a una
concentracidn final de 200 nM. Luego, se agregaron 50 pltubo de concentracionea
crecientes de un anticuerpo de ensayo. Con el fin de determinar 1s ligadura no
eapecifica de los anticuerpos, incluimos muesiras & 1as cuales también agregamos
M-CSF 200 nM. A los tubos de control no agregamos anticuerpo. Luego, por tubo
se agregaron 15.000 células NTH-3T3 o 250.000 célulag M-NSF-60. Todos los
tubos se incubaron & temperatura ambicnte durante 3 horas y se someticron &
centrifugacién a 10.000 rpm durante 2 min. Se corturon las puntas de los tubos que
contienen las pellas celulares y se determind la cantidad de M-CSF ligado a las
células nsando un contador Gamma Packard Cobra IL Se determiné 1a ligadura
eapecifica subatrayendo Ia ligadura no especifica de 1a ligadura total. Todos loa
ensayod lemlimunpotdupliudq. Se analizaron los datos de ligadurs usando el
programa de computacién Graph Pad Prism 2.01.

[0285] Estoa experimentos demuestran que los anticuerpos anti-M-CSF de la
invencién inhiben la ligadura de M-CSF al receptor ¢-fims en comparacién con
muesiras de control. Ademds, usando varias concentraciones de anticuerpos, se
determind la ICso pera la inhibicidn de Iz ligadura al receptor para los anticuerpos
152, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.144, 8.10.3 vy 9.7.2
{ensayo de inhibicidn al receptor, Tabla 3a y Tabla 3b).

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

{0287Para loa anticucrpos 3.3.3, 2.7.3 y 1.120.1, los experimentos se realizaron en
un instramento BIACORE™ 3000 a 25°C en solucién fisioldgica bufferads con
fosfato de Dulbecco que cantiene 0,0005% de Tween-20. Las concentraciones de
proteina se obtuvieron a partir de experimentos de velocidad de sedimentacidn o
midiendo 1a longitud de onda de 1a muestra a 280 nm, usando coeficientes de



extincién tedricos derivados de secuencias de aminodcidos. Para los experimentos
que miden la ligadura del anticuerpo a sntigenos inmovilizados, se inmovilizé M-
CSF sobre un chip B mediante procedimicntos estindar de copulacién directa con
amina. Pam los anticuerpos 3.8.3, 2.7.3 y 1.120.1 sc prepararon mucstras con una
concentracién de 0,69 uM. Estas muestras se diluyeron mediante una serie do 3
diluciones s 8,5 nM & 2,8 nM para obtener concentraciones en la gama aproximada
de 1:100. Para cada concentracién, las muestras sc inyectaron por duplicado con
una velocidad de flujo de 5 ul/min durante 4 min. Se monitored la disociacién
durante 2000 segundos. Los datos e ajustaron globalmente a un modelo de
ligadura gimple 1:1 usando ¢l software BIACORE™ Bigevaluation. Bste método
se ud en todos log casos pare obtener kos'y se encontrd que este conjunto de datos
»c compard bien con ¢ obtenido a partir da} sjuste global de los datos de
asociacin y disociacién. .

[0288] Para los anticuerpos 252, 88 y 100, los experimentos se realizaron en un
instrumento BIACORE™ 3000 & 25°C en buffer HBS-EP (HEPES 0,01 M, pH
7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, 0,005% dec agente tensoactivo Surfactant P20).
Para los experimentos que miden Ia ligadura del anticuerpo a antigenos
inmovilizadoe, se¢ immovilizé M-CSF scbre un chip sensor CMS Research Grade
Sensor mediante procedimicntos estindar de copulacién directs con amins. Las
mnesiras de anticuerpos se prepararon con una concentracién 12,5 nM para los
anticuerpos 252 y 100 y con una concentracién de 25,0 nM para el anticuerpo BS.
Estas muestras se¢ diluyeron mediante una serie de dos diluciones a 0,78 aM para
obtener concentraciones en la gama aproximada de 1:15-30. Para cada
concentracién, las muestras se inyectaron por duplicado en orden aleatorio con una
velocidad de flujo de 30 W/min durante 3 min, La disociacidn se monitared
durante 300 seg. Los dates se sjustaron globalmente & un modelo de ligadura
simple 1:1 usando el aofiware BIACORE™ Bisevaluation. Este método sc usé en
todos los casos para obtener kor y se encontrd quo este conjunto de datos se
compard bien con el obtenido a partir del ajuste global de los datoa de asociacién y
disociacién.

[0289] La Tabla 4 muestra los resultados para los anticuerpos 252, 88, 100, 3.8.3,
2.7.3y1.120.1.




. Tabla 4

252 88 100 383 2,73 1.120.1

Ko(M) [133x107 [1,33x107 |2,0x10™" [4,0x10™ |4,7x10° |5.4x10”

kar(1/s) 11,03x10° |7,3x10° |1,7x107

1y O C ' UJI s 8, 14

[0290] Se produjo el eati 8.10.3 en frascos “sparged spinnens” de 3L. Bl
frasco “sparged spinner” de 3L es un recipiente de vidrio (N.del T.: frasco de
vidrio con entradas laterales) en el cual se mezclan cultivos con un rotor controlado
mediante uns plataforma magnética (N.del T.: en lo sucesivo s hace referencia a
“sparged spinner” como “frasco con rotor™). El frasco “spinner” se conecta a
lineas de gas para proveer aire con 5% de CO;. Las cflulas hibridoma 8.10.3 se
deacongelaron inicialmente en frascos de cultivo celular T-25. Las células so
expandieron progresivamente hasta que hubo un néimero suficients de célules para
sembrar en los frascos con rotor (sparged spinners).
[0291] Dos frascos con rotor de 3L se sembraron ton céhilas hibridoma 8.10.3 en
medio para hibridomas libre de suero con los agregados mencionadon en la Tabls 5
para log dos fruscos con rotor. Las concentraciones indicadas para suero IgG Ultra
low (Gibco cat# 16250-078), L-giutamina (JRH Biosciences cat# 55202-500M),
aminokcidos no esenciales (Gibeo cat 11140-050), Peptona (Difco cati 211693),
glucosa (golucién patrén preparsda en casa a partir de glucosa JT Baker cat# 1920-
07), y ugento anti-espumante C (Sigma cat.# A-8011) son las concentraciones
finales en el medio. Bl balance de volumen en cada reactor ea medio para
hibridomas libre de suero.

Tabla 5. Condiciones para cultivar hibridomas 8.10.3 en dos frascos con rotor

IETDDS O ] B DY

(sparged spinners) do 3L.
Condiciones - ‘| Spinner 1 | Sploner 2
Densidad de sembrudo (1x10° células/mi) 0,16 ml 0,16 ml
Medio para hibridomnas libre de suero (Gibeo cat# Balance Balance
12045-076)
Suero IgG Ultra low (Gibeo cath 16250-078) % 5%
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Condiclones Spinner 1 Spinner 2
L-glatamina (JRH Biosciences cat¥ 59202-500M) 8 mmol/L Smmol/L
Aminodcidos no esenciales (Gibco cat¥ 11140-050) 1% 1%
Peptona (Difeo cat# 211693) 1g/L 1g/L
Glucosa 2 M (patrén preperado en casa & partir de IT

Baker cati# 19(:;-07) i sl sl
Agente anti-espumante C (Sigme cat# A-8011) 1mVL 1mVL

[0292] Loa cultivos se cultivaron durante 15 diss y se cosecharon cuando la
viabilidad era menor de 20%. La viabilidad sc determiné mediante el método de
exclusién con azul tripano con un contador de células sutomético (Cedex,
Innovatis). La recoleccidn se realizd mediante centrifugacién y filtracién
subaecuente. Después de una centrifugacién durante 15 minutos a 7000 rpm y
filtracidn subsecuente por un filtro estéril Millipore Opticap 4°* de 0,22 um (cat#
KVSCO4HB3) en una bolsa estéril TC-Tech de 101 (cat # P/N 12420 Bag Style
CC-10-112420). Luego el filtrado se purific segiin lo indicado en ¢l ejemplo
siguiente,

EJEMPLO VIII
[0293] Se prepard una columna de proteina A (Amertham Pharmacia) mediante
¢l Iavado con 3 volkimenes de colamna de ures 8 M, seguido por un lavado de
equilibracién con Tris 20 mM (pH 8). Al filtrado final del Bjemplo VII se
agregaron 2% v/v de Tris 1 M pH 8,3 y 0,02% de NaN; antea de cargarlo en la
colurmma de protefna A vis ¢l método de goteo por gravedad. Después de completar
la carga, 1a resina se lav$ con 5 volimenes de columna de Tris 20 mM (pH 8),
seguido por 5 voliimenes de columna del buffer de elucién (glicina 0,1 M, pH 3,0).
Se anotd cualquier precipitacién y luego se agregé al anticnorpo eluido un
sgregado de 10% v/v de Tris 1 M, pH 8,3. Luego, 1a protefos eluida se dializé en
un volumen de buffer de diflisis (NaCl 140 mM / acetato de sodio 20 mM, pH 5,5)
100 veces mayor que 1a cantidad del material elnido. A continuacién del didlisis, el
anticuerpo se filtrd estéril con un filtro de 0,22 pm y se almacend hagta uso
posterior.
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se adminisird intravenosamente vehiculo o anticuerpo 8.10.3 (producido segin lo
descrito en los Bjemplos VII y VIII) en una dosis de 0; 0,1; 1 6 5§ mg/kg en 1m
volumen de doeis de 3,79 mL/kg durante un perfodo de aproximadamente S
minutos. Las muestras de sangre para ¢l andlizis en el lshorstorio clinico se
recolectaron a 1as 24 y 72 horas después de 1a administracién de 1a dosis y
semanalmente durante 3 semanas. Los conteos de monocitos se determinaron
mediante dispersién de Ia luz usando un sistema Cell Dyn de Abbott Diagnostics
Inc. (Abbott Park, Illinois).

[0295] Con todas las dosis se observ una dismimicién (~25% a 85%) del total
ds monocitos on relgcién con Ia dosis administrads (Figuras 1Ay 1B). Ala
scmana 2, los conteos de monocitos con las dosis de 0,1 y 1 mg/kg parecen rebotar
hasta niveles cercanos al control, mientrus que los conteos de monocitos con 1a

ANANSIS A8l SubeonIt

[0296] Se extrajo sangre entera de primates en tubos Vacutainer que contienen
heparina sddica. 0,2 ml de cada mmestra de sangre se agregaron a un tubo de
centrifugs cénico de polipropileno de 15 ml que contiene 10 ml de buffer de lisis
de eritrocitos (Sigms), y se incubaron en un bafio de agna 3 37°C durante 15
minutos, Luego los tubos se centrifugaron en una centrifuga Sorvall RT7 dureante
5 minutos & 1.200 rpm. E] sobrenadante se aspird, 1a pella s¢ resuspendié en 10 ml
de buffer FACS 1 4°C (solucidn salina balanceada de Hank / 2% de FBS /0,02%
_ de azida sédica), y el tubo se centrifugd nuevamente durante 5 minutos a 1.200
rpm. El sobrenadante se aspird y la pells so resuspendié en un céctel de
anticuerpos que consiste de 80 pl de buffer FACS a 4°C, 10 pl de anticuerpo
monoclonal anti-CD14 humano conjugado con FITC (BD Biosciences, San Diego,
CA), 0,5 pl de anticuerpo monoclonal anti-CD16 humano conjugado con Cy3-PBR
(BD Biogciences, San Diego, CA), v 10 pl de anticuerpo moneclonal anti-CD89
humano conjugado con PE (BD Biosciences, San Diego, CA). La suspensidn
celular se ineubé sobre hielo durante 20 minutos, después de lo cual 8o agrogaron
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10 ml de buffer FACS 2 4°C y las células se centrifugaron como anteriormente, El
sobrenadante se aspird, y Ia pella celular se resuspendié en 400 pl de buffer FACS
y las células se analizaron con un citémetro de flujo FACSCaliber (BD
Biosciences, San Jose, CA). Para cads muestra se recolectaron datos para 30,000
células. '

[0297] La poblecién de monocitos se identificéd mediente una combinacién de
mediciones do la dispersidn de Ia luz delante (forward) y & un éngulo de 50°
(ortoganal) de la luz incidente. Las células del tipo monocito se analizaron
adicionalmente por 1a expesién de CD14 y CD16. Se observaron dos poblaciones
distintas de monocitos, una que expres elevados niveles de CD14 con poca o
ninguna expresidn de CD16 (CD14++CD16-) y 1s otra que expresa niveles
menores de CD14, pero niveles elevados de CD16 (CDI4+CD16+), similar 2 los
dos subconjuntos de monocitos descritos previamente en sangre periférica humana
(Ziegler-Heitbrock A.W., Immunology Today 17:424-428 (1996)). Para cada
primate cnsayado se determind el parcentaje de monocitos dentro del subconjunto
CD144+CD16+, después de cada extraccidn de sangre realizada los dias 1, 3, 7, 14
y 21 después de 1a inyeccién de 8.10.3,

[0298] En general, ¢l tratamiento con 8,10.3 resulté en una reduccién del
porcentzje de monocitos CD14+CD16+ (vea Figuras 2A y 2B). Los monos que no
recibieron anticuerpo 8.10.3 mostraron nivelea de monocitos CD144+CD16+
relativamente estables. Los monocitos CD14+CD16+ recibieron la denominacion
“proinflamatorios™ debido & que producen niveles mayores de TNF-a y otras
citoquinas inflamatorias (Frankenberger, M.T., et al., Blood 87:373-377 (1996)).
También se informb que Ia diferenciacién entre los monocitos CD144-+HCD16- del
fenotipo convencional y squelloa del fenotipo proinflamatorio depende del M-CSF
(Saleh M.N., et al., Blood 85: 2910-2917 (1995)).

[raiamicato de monos y conteos de manocitos

[0299] A tres monos cynomologus machos por grupo de dosificacién se
administré intravenosamente vehiculo (acetato de sodio 20 mM, pH 5,5, NaCl 140
mM), anticuerpo 8.10.3F purificado o anticuerpo 9.14.41 purificedo con uns
dosificacién de 0, 1 6 5 mg/kg en us volumen de dosificacién de 3,79 ml/kg
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durante un perfodo de aproximadamente 5 minutos. Loa monos tenfan uns edad de
4 a9afios y pesaron de 63 10 kg. Loa dins 2,4, 8,15, 23 y 29 despuds de Ia
administracién se recolectaron nwiesiras de sangre pam su andlisia on ¢l laboratorio
clinico. Los conteos de monocitos se determinaron mediante dispersién de 1a lvz
usando un sisterna Cell Dyn de Abbott Diagnostics Inc. (Abbott Park, Illinois).
{0380] Se observé una disminucidn del cambio porcentual del nimero total de
monocitos para todas 1as dosis de anticuerpo 8,10.3F y anticuerpo 9.14.41 en
comparacién con los niveles de monocitos previo al ensayo (Figuras 3A y 3B)
{vea, por cjemplo, dia 4, 8, 15 y 23 en Figuras 3JA y 3B).

{6301 Todas 1as publicaciones y solicitudes de patente citedas en esta memoria
descriptiva se incorporan en ésta por referencia, como sf hubiese sido indicado
especificamente e individualmente para cada publicacién o solicitud de patente. A
pesar de que la invencién precedente se describié a modo de ilustracién en forma
detallada y se dieron ejemplos con ¢l propésito de claridad de entendimiento, serd
ficilmente sparente para los entendidos en el arte que en base a Ins ensefianzas de
esta invencidn pueden efectuarse cierios cambios ¥ modificaciones a la misma, sin
apartarse del espiritu o alcance de las reivindicaciones adjuntas.

i
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SECUENCIAS

Clave:

Péptido sefinl: mindsculas subrayadas
Regiones determinantes complementarias (CDRs) 1,2,3: MAYUSCULAS
subrayadas
Dominio variable: MAYUSCULAS
. Dominio constante: mintisculas
Mutaciones de Ia linea germinal en negrits

SEQIDNO: 1
Semmmanunlmﬁdludellcndenapmdl[udmum]dezsz

GAGTCFGGGGGAGGCPTGGTCMGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCC

TGTGCAGCCTCTGOATTCACCTTCAQTGACTACTACATGAGCTGGATCC

GCCAGGCTCCAGAGAAGGOOCTAGAGTGGATTTCATACATTAGTGGTA

QTGOTAGTACCATATACTACGCAGACTCTATGAAGQGCCGATTCACCAT
CTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCT

GAGAGCCGAGGACACGGCOGTGTATCACTGTGCGAGAGCOCTGGATAG
GATGGACGT CTGGGGCCAAGGQACCACGGTCACCGTCTCCTCAGCTeca
ccaagggeccatecgtettceccetggogecetgetetagaageacctcegagagracagoggeoctgggetgecty
greanggaciacticccegaaccggtpacgytgtegiggeactcaggegeictgaccageggegigoacacciteee

agcigtectacagtectcaggactetacteeotcagoagogtggtgrocgtgecctecagonacticggoacocagac

ctacaccigcaacgtagatcacangcccigeancaccaagetggacaagacagitgagegeasatgtigigicgagt

geccaccgtgeccageaccaccigtggeaggncegicagicitectoticcccccanaacccanggacacecicatgn
tetcceggaccectgaggicacgtgcgtgstgatggacetgagocacgaagacceogaggtecagticaactggtac
mﬁzmwmmmWWmemwm
EC accgiigtgeaccaggactagctgaacggcasggaginceagtgeaaggtctocancasaggeetceca
geccccatcgagaaaaceatcteccaaasccanagggeageccegagaaceacaggtptacacceigececcatece
EEgAgeagatgaccaaganccaggicagectgaccigoctggicaaaggetictaccecagegacatcgecgigga
gtagsagagrastgggregocggagaacanctacaagaccaciceteccatgctggreiccgacggeioctictice
tetacagcaagetcacegtggacaagageaggtggoageaggggancteticicatgeteogtgatgeatgaggpet

cigcacaaccacincacgocagaagageciciccotgiciccggainan

SEQID NO: 2

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadens gamma] de 252
melglewiflvaiikgvqcQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDY YMSWIR
QAPGKGLEWISY]ISGSGS TIVYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAHE
DTAVYHCARALGGMDVWGQGTTVTVSS Astkgpsviplapcarstscstaalgelvkdyfp
epvtvswnsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvtvpsmfgtqtytenvdhkpantkvdktverkccvecppep
sppvagpavflfppkpkdtimisrtpevicyvvdvahedpevqinwyvdgvevhnaktkpreeqfnstirvvsv
ltvvhdwingkeykekvankgipapicktisktkgqprepqvytippsreemtimqvaltclvkgfypadiave
wesngapennykttppmldsdgsfflyskitvdksrwqqgnvfscsvmhealhnhytqkalslspgk
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SEQIDNO: 3
Secumcu nucleot[d:ca de la cadena livigna [cndenn klppn] de 252

GACCCAGTCTCCATOCTCCCIGTCTGCATCMTAGGAGACAGAGTCACC
ATCACTTGCCLAGACAAGTCAGAGCATTAGCAGCTTTITAAATTGGTATC
AGCAGAAACCAGGOAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTACATCCA

GTTTACAAAGTGGGATCCCATTCAGOTTCAGTGOCAGTGGATCTGGOA

CAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTAQCAACCTGAAGATTTTGCAAC
TTATTACTGTCAACAGACTTACAGTGTCCCATTCACTTTCGGCCCTGGA

ACCAAAGTGGATATCAAACGAactgtggetgoaccatctgtetteateticeegecaictgatgage
agitgaaatoiggaactgctagogttgtatgoctget gastanctictateccagagaggecasagtacagtgganget

ggataacgecciceantcggginacicecaggagagtgicacagageaggacageaiggacageacctacagecte
ACACACCTIgATECtgARCANIZeagaCiacEagaaacacanagtetacgectgogangicaccoatcagggce
tgagctcgecegtcacaangageticaacaggggapagtst

SEQIDNO: 4

Secuencia proteica de 1a cadens liviana [cadena kappa) de 252
mrvpaqligllliwlrgarg DIOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASOSISGFLNWYQQK
POKAPKLLIYATSSLOSGVPFRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQOS
YSVPFTFGPGTKVDIK Rivaapsviifppadeqlksgtasvvelinnfypreakvqgwkvdnalgsgns
qesvieqdskdstyulsstitiskadyekhkvyacevthqglsspvtksfnrgec

SEQIDNO: §
Secuenm nucleotidica de la cadam peuda [eldunl m] de 88

GAGTCTGGGGGAGG CI'I‘GGTCCAGCCI‘GGGGGGTOCCTGAGACTCTCC

TGTGCAGCCTCTQGATTCACCTTTACGTACCTATIGUATGAGCTGGGTCC

GCCAGGCTCCAGGAAAGGAGCTGGAGTGGATGGCCAACATAAAGCA A

CGATGGAAGTGAGAAATACTATOTGGACTCTGTGAAGOGC CGATTCACC

ATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGC

CTGAGAGCCOAGUACACGGCTATGTATTACTGTGCTCCOGGTATAGCA

GCAGCTOGTAGCGGCCTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCC

TCAGCTiceaccangggcccatecgteticeccotggegecotgoictagangeacctcogagageacagegg

ccetgggetgectggtcaaggactacticeccgancoggtgacggigtogiggancicaggegetcigaccageggc
gtgcacacceticecagetgtecincagteeoteaggactictacteccteageagegtggtgacegtacectccageaact
tcggeacceagacctacacctgeaacgtagatcacaageccageascaceanggtggacasgacagitgagcgcan
atgtigtgtcgagtgeccacegtgeccageaccaccigtggcaggacegtcagtettecteticcceccaaaacceang
gacacceicatgatetcocggaccoctgaggteacgtgogtuptsgtggacgtgagecacgaagacccegaggtes
agticaactgatacgtagacaucaiggagpiscatast groaagacasageeacRgpr gagcagiicascagcac
gttecgtgiggtcagegtocteacogtigtgoaccaggactggrtgaacggeaaggagtacaagtgeaaggictccan
caaaggcetcocoagoccecatcgagaaanceateiccasaaccassgggeageccogagaaceacaggiptacac
cetgcccccalccogggagaagatgaccaagaaccaggicagectgaccigectpgicasaggetictaccecage

gecatcgecytegngtgggagagoastpggragccggrgRacasctacaagaccacacctcecatgeiggactee
gacggetecticticctotacageaagetcacogtggacaagagraggtggeagcaggaaaacgtotictcatgetee
gigatgeatgaggeteigeacasccactacacgeagangagectetecetgtcivegggtaaa
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SEQIDNO: 6

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 88
mefglewvlvajlegvacEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYWMS WV
RQAPGKGLEWVANIKODGSEKYYVDS VKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSL
RAEDTAVYYCAPGQIAAAGRAYWGQGTLVTVSS Astkgpsviplapcarstsestsalgel
vkdyfpepvtvewnsgaltsgvhifpaviqsaglyslssvvivpsanfgiqtytenvdhkpsntkvdktverkcev
ecppeprppvagpsvilfppkpldimisrtpevicvvvdvahedpevgfnwyvdgvevhnaktipreeq fns
thrvvevitvvhqdwingkeykckvankglpapiektisktkgqprepqvytippereemtknqvsltclvkgfyp
sdiaveweangqpennykitppmldsdgsfflyskitvdkeraqqgnviscsvinheathnhytqkulslspgk

SEQIDNO: 7
Secummnueleoﬂdmd:lnadmnhm[udmnhppﬂ]dess

GACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTACATCTGTTGGAGACAGAGTCACE
ATCACTTGCCGOCCAAGTCAGGACATTAGCAGTTATTTAAATTGGTATC
AGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCA
GTTIGCAAAGT GGGGTCCCATTAAGGTTCAGTGGCAGT GGATCTGGGA
CAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAAC
TTACTACTGT

CAACAGAGTTACAGTACCCCATTCACTTTCGGCCCTGGG
ACCAAAGTGGATATCAAACGAsctgtggetgracoatctgteticatcticeogreatetgatgage

SEQ IDNO: 8 '

Secuenciz proteica de la cadena liviana [cadena kappa] de 88

movpaqliglliiwirgare DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRESODISSYLNWYQQK
PGEAPKILLIYAASSLOSGVPLRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQOQS

YSTPFTFGPGTKVDIKRtvaapsviifppadeqlkegtasvvcllnnfypreakvqwkvdnalqagns
qesvieqdskdstyslastitiskadyekhkvyacevthqalaspriksfargec

X
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SEQID NO: 9
Secmmanuclmﬁdlmdehcadmnpendn[udmm]delw

GAGTCTGGGGGAGACTTGGTACAGCCTGGGGAGTCCCTGAGACTCTCC
TGTGCAGCCTCTGOATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATOAGCTGGQTCC

GCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAATGGATCTCAGCTATIAGTGATC

TCPOCAGAGACMTTOCAAGMCAOGCI‘GTATCIGCAAATGMCAOCC
TGAGAGCCGAGOACACGGCCATATATTTICTGTGCGGT

WMACTGGGGCCAGGGMCCCTAGTCAC
CATCTCCTCAGCCiceaccaagggeccateggtettcccectggogeectgetctngaageaceiocgag
agcacageggccctgggelgectggtcanggactacticeccgaacegptgacgatptegtgganciceggeectot
gaccageggegigeacacciiceeageigtectacagteetcaggactetactcecteageagegtggtgacegtgee
ciccageaacitcggcacccagacctacacctgesscgtagaicncaagcecageancaccanggtygacasgacs
giteagegeanatgtiptetcgagigecencegigeccageaccacctgtggeaggacegicagtettcetcticeeee
cassaccessggacacectesigatcicecggaccoctgagpicacpigegtgptegtagacgigagecacgaaga
ccocgaggtceagticaaciggtacgtggacggcgtggagptgeatnatgecaagacasagecacgEEagesges
gticaacageacgticcgigtggteagegtectcaccgtigtgraccaggactggetgaacgecasggegtacasgly
caaggtetecagcasaggecteccagoececatcgagaasaccatctecannaccaraggpragecocgagyace
acaggtgtacacccigeccecatcccgRgaggagatgaccaaganceaggicagectgacoigoctagtoanagee
tictaccocagegacatepecgiggagtggEaEagcat gRACARCCREARARCACIRCAAGACCACACCICCCR

tgetggactcegacggetoctictiectotacageaagetoacogtggacaagageugatsgcagraggagancgic
ttetcatpetecgtgatgoatgaggctetgcacaaccactacacgeaguegagecteteccigictcegpginas

SEQIDNO: 10 )

Sccuencia proteica de la cadena pesada [cadens gamma] de 100
mefglrwiflvailkgvgeBVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVR
QAPGKGLEWVSAISGRGGRTYFADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRA
EDTAVYFCAVEGYSGRYGFFDYWGQGTLVTVSS Astkgpsviplapcarstsestaal
gelvkdyfpepvtvevmsgaltsgvhtfpavigssglyslssvvivpaanfgiatytenvdbkpanticrdktverke
cvecppcpappvagpsvilfppkpkdtimisttpevicvvvdvshedpevqinwyvdgvevhnakikpreeqf
nstfrvvsvityvhqdwingkeykckvenkgipepicktisktkgqprepqvytippereemtinqvaliclvkef

ipdmwwungqpennykﬂppmldsdgsﬁly:ﬂﬁdkﬁwqqgnvﬁcwmhnlhnhmhhhpg
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SEQ ID NO: 11
Secumnnuclnoﬁd:udelaudmhm[cadmhppa]deloo

AGCAGAAACCTGGCCAGGCYOGCAGGCTCCTCATCTATQW
CAGGGCCAGTGAGTATCCCAGACAGGATCAGTGGCAGTGGGTCTAGAAC
AGAGTTCACTCTCATCATCAGCAGCCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTT
TATTACTGTCAGCAGTCTAATAACTGACCATTCACTTTCGAGCCCTGGGA
CCAMGTGGATATCAAACGAWWWWMMch
Bitgaaatciggaactgetagegtigigtpcctgotgantancitet gagnggreas gty
mmwmmwam«pmwumﬂu
geageacoctgacgeigageanageagactacgagnaacacasngictacgectgegaagtcacceatcagggect
gagctcgeccpicacassgagriicascagggRagagtyt

SEQID NO: 12

Secuencia proteica de 1a cadena liviana [cadena kappa) de 100
meapaqlifllllwipditg BIVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQS VSSNLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASTRASGIPDRISGSGSGTEFTLISSLQSEDFAVYYCQOS
NNWEFTFGPGTKVDIKRivaapsviifppadeqikagtasvvclinnfypreskvgwikvdnalgsgn
sqesvteqdskdstyslsstitiskadyekhkvyacevthqglsspvtkaforgec

SEQIDNO: 14

Secuencia proteica de 1a cadena pesada [cadens gamma) de 3.8.3
mefaiswyilvaiikavgcQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDY YMSWI
RQAPGKGLEWFSYISSSGSTIYYADS VKGRFTISRDNAKNSLSLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarstacstaalgelvkdyfpe
pvtvewnsgaltsgvhtipaviqesglyslssvvtvpsanfgtqtytcnvdhkpantkvdkiverkccvecppepa
ppvagpevilfppkpkdtimisrtpevicvvvdvshedpevqinwyvdgvevhnaktkpreeqfnatfrvvavit
vvhgdwingkeykckvankglpapiektisktkgqprepqvytippareemtinqvaltclvkgfypsdiavew
csngqpennyktippmldadgafflyskitvdksrwqqgnviascsvmhealhnhytqkslslspgk

SEQID NO: 16

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadens kappa] de 3.8.3
mdmrvpagliglliwfppare DIQMTQSPSSVSAS VGDRVTISCRASQDISGWLAWY
QQKPGKAPK LLISATSSLHSGVPSRFSGSGSG TDFTLTISSLQPEDFATYYC
QOTNSFPFTFGPGTKVDIKRtvaspsviifppsdeqlkagtasvvclinnfypreakvqwkvdnalq
agnaqesvieqdskdstyslsstltiskadyekhkvyacevthqglsspvikaforgee
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SEQIDNO: 18

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma) de 2.7.3
mefzlewyilvallrgoqcQVQLVESGGGVVQPGRS LRLSCAASGFTFSSYGMHWY
RQAPGKGLEWVAFIWYDGSNKY YADS VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSL
RAEDTAVYYCARGYRVYFDY WGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcaratsestanigel
vidyfpepvivswnagaltsgvhtipaviqsaglyslasvvtvpassigtictytenvdhicpantkvdkrveskygp
pepacpapeflggpevilippkpkdtimisrtpevicvvvdvaqedpevg fnwyvdgvovhnakikpreeqfns
tyrvvavitvihqdwingkeykekvenkglpssicktiskakgqprepqvytippsqeemtimgvaltolvk gfy
pediavewesnggpennykitppvidsdgsfflysritvdkerwqegnviscsvmhealhnhytqkalslapgk

SEQ ID NO: 20

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadens keppa) de 2.7.3
mdmrypaglighiliwfpgarc DIQMTQSPSSVSAS VGDRVTITCRASODISSWLAWY
QREKPGKAPKLQIYAASSLESGVPSRFNGSGSGTDFTLSISSLQPEDFATYYC
QOTNSFPLTFGGGTKVEIKRtvaapsvfifppadeqlksgtasvvclinnfypreskvqwkvdnal
qsgusqesvieqdakdatysisstitiskadyekhkvyacevthqglsapvtksfnrgec

SEQID NO: 22
Secuencia proteica de la cadena pesada [cadens gamma] de 1.120.1
mewtwaflflvaantgahs QVQLVQSGAE VKKPGASVKVS CKASGYTFISYGISWV

LRSDDTAVYYCARRAYGANFFDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarsteestas
Igclvkdyfpepvivawnagalisgvhifpaviqasglyslssvvtvpsmfgtqtyteavdhkpsntkvdktverk
covecppepappvagpsvilippkpkdtimisrtpevicvvvdvahedpevgfawyvdgvevhnaktipree

qfnstfrvvavitvwhgdwingkeykckvankglpapicktisktkgqprepgvytippsreemtimqvaltelvi
T&nvmmmmyk@pml&dpﬂyﬁwakquqpvﬁmlumhﬁqhhh
P!

SEQ ID NO: 24

Sccuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappa] de 1,120.1
mylqiqvfislllwisgaygDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCESSOSILFFSNNKN YT,
AWYRQKPGQPPNLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVA
VYYCQOYYSSP WIFOQGTKVEIKRtvaspsvfifppadeqlksgtasvvellmfypreakvg
wkvdpalqagnaqesvieqdskdstysisstitiskadyekhkvyacevthqglsspviksinrgee
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SEQ ID NO: 25
Smcunudeoﬁdludchudmpmdu[udmn g-unma] de 9.14.41

GTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTCMGOCTGGAGGGTCCCFGAGACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTACTATATGAGCTGGA
TCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTGGAGTGAGGTTTCATACATTAGTA

GTAGTQATAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTGAAGOGCCGATTCA

CCATCTCCAGGGACAACACCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACA

GCCTGAGAGCCGAGGACACGGOCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGCCTAA
CTGAAGACTACTGGGACCAGGQAACCCTGATCACCGTCTCCTCAG T e
accasgggrccatecgicticceoctiggegeeetgeictagangeaccicegagageacageggeectgggetgect
getcaaggactacticecccgnaccgatgacygigtcgigpascteaggegeictgaccagegpegtgeacaceiice
cagctgicctacagiccicaggaciciacicoetcageagegtggigacegtgecctecageaacticggoncceaga
cctacacctgeaacgtagstcacangeocagoancaccangpiggacangacagitgagegeanatygtiptpicgag
tgcccaccgtacecageaccaceigiggeaggaccegicagteitceiciiccccceassaacceagggacacectoaty
atctcecggaeccctgaggteacgtgegtBatgatagacgtgagceacgaagaccecgaggiceagticaactggta
cgtggacggeetggaggtgcataatgccangacanagecacgggagaagcagticascagcacyticegtgtagte
agcgtecteacegitgtgeaccaggactggcigancggeanggagtacangtgeanggtctccaacaaaggeetece
agcoceeatcgagaaanceaiciccansaccasaggprageccegagnaccacagptigtacacectgeccccatee
CERgaggagatgaccanganccaggtcagectgaccigectggteasaggetictaccceagegacatcgeegtay
AgiggRagigrantggRTagceggagaacasctacaagaccacaccicccatpeiggacicegacggeicctictic
ctctacagcasgctcaccgiggacangageaggtggeageagggguacgtcticteatgeicegtgatgeatgagge
fctgeacaaccactacacgeagasgagectotcoctgicteogggtana

SEQ ID NO: 26
Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 9.14.41
il VQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWI

RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVE GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAstkgpaviplapcarstaeataalgelvicdyfpe
pvivswnsgaltagvhtfpaviqssglyslasvvivpssnfgtqtytenvdhkpsnticvdktverkcovecppeps

povagpsvilfppkpkdtimisrtpevicvvvdvahedpevgfnwyvdgvevhnaktipreeqfnstfrvvavit
vvhgdwingkeykckvankglpapicktisktkgqprepqvytlppsrecmtknqvsliclvkgfypsdiavew
esnggpennykttppmidsdgafflyskitvdksrwqqgnviscsvmhealhnbytgkslslspgk
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SEQ ID NO: 27
Secuencia nucleotidica de 1a cadena liviana [cadena kappa] de 9.14.4, 9.14.41,
9 14.4-Su y 9 14 4-Gl

TATCAGCAGMACCAGGGMAGCCCCTMGCFCCTGATCCATQQE&
TCCAGTTTGCAAAGT GAGATCCCATCAAGQTTCAGTGACAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGTAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGC
AACTTACTACTOTCAACAGAGTTACAGTACCCCATTCACTTTCGGCCCT
GGGACCAAAGT GGATATCAAACGA=ctgtggctgoaccatctgtettcatcticoogecatetya
tgageagitganaiciggaactgectotgtigigtgrotgeigastnactictateccagagaggecaaagtacagtggn
aggtggatancgecciccantegggtascicecaggagagigicacagageaggacagcaaggacageacciaca
gectcageageacceigacgotgageaangeagaciacgagasacacaan gtetacgectpegaagteacceatca
gggcctgageicgeecgteacanagageticancaggggagagtpt

SEQIDNO: 28

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappa] de 9.14.4, 9.14.41, 9.14.4-
Sery 9.14.4-G1

mdnrvpaqligliliwirgare DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRESOISSLLNWYQ
QKPOKAPK LLTHAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
OSYSTPFTFGPGTKVDIKRtvaspavfifppadeqlksgtasvvclinnfypreakvqwkvdnalqs
gosqesvieqdskdstystastitiskadyekhkvyacevthqglsspviksfrgeo
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SEQ ID NO: 37

Secmmmhuﬁd:udehudmmﬂdl[admm]&9l44

GTGGAGTCTGGGGGAGGCFTGGTCAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTC
TCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTACTATATGAGCTGGA
TCCGCCAGGCFCCAGGGMGGGACTGGAGTGGGTTTCAIAQAHAGIA

CCATCICCAGGGACAAOGCCAAGMCTCACFGTATCTGCAAATGAACA
GCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTOTATTACTGTGCGAGAGGCCTAA
CIOGOGACTACTGGGACCAGGGAACCCTGOTCACCGTCTCCTCAGC T toe
accaagggoccatecgicticcocetggegocetgetetagaageaccicogagageacageggeectgggutgest
ggtcaaggactacticcecgaaccggtgacggtgtegiggancicaggegetotgaceageggogtgeacaccttes
capcigtectacagtcetcaggactetactcecteageagegtagtgacegtgooctccageagotigggeacgaags
cctacacctgeancgtagatcacaageccageascaccaagginpicangagagiigagiceanatutgpicececs

igatctoceggaccectgaggtcacgtgegigptegtagacgtgagreaggaagacceegagetocagiicaactyy
tacgtggatggogtpagjigoatastgeoaigucans geogURRERRERETARticRACAETACRIACCRIGIRE
tcagegtecteacogtectgeaccaggactggoigaacggranggagtacaagtgcanggictccaacasaggeoto
cogtectecaicgagaaaaccatciccaangreaaagggrageccegagagecacaggtgiacaccetgcceccat

cccaggaggagatgaccaaganccaggicagecigaceigectggicanaggeitctuccecagegacategecgt

28agigggagsgrantgpgcageeggagaicasciacaaguccacgecteccgtgoigpacicegacggotoct:

cliccictacagraggeiaaceptggacasgagragrtgacagaagpggratgtciictcatgetecgtgatgeatga
Bgctctgeacaaceactacacacagaapagecteicectgictecgggtan

SEQ IDNO: 38

Secuencia proteica de ls cadens peseda [cadena gamma] de 9.14.4
mefglawvilvaiikgvqcQVQLVESGAGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDY YME W1
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVK GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTIGDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarstacstaalgclvkdyfpe
pvtvsvmsgaltagvhtipavigssglysissvvivpsssigtktytenvdhkpantkvdkrveskygppopacpa
pefiggpavflfppkpkdtimisripevicvvvdvaqedpevefawyvdgvevhnaktkpreoqfastyrvvavl
tvihgdwingkeykckvsnkglpssicktiskakgqprepqvytippsqeemtknqvsliclvkgfypsdigve
wesnggpennykitppvidsdgafiiysritvdksrwgegaviscavmhealhnhytgkalslapgk

SBQ ID NO: 54
Secumcupmﬂcndeluuduupenda[udmm]dw 14 4C-Ser

RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSYKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarstsestaalgclvkdyfpe
pvitvswnsgaltagvhifpavigsaglyslssvtvpassigtktytonvdhipantkvdirveskygppeppepa
pefiggpavilfppkpkdtimisripevtcvvvdvaqedpevqfnwyvdgvevhmaktkpreeqfnstyrvvavl
tvibqdwingkeykckvankglpssicktiskakgaprepqvytppsqeemtkngvaltclvkgfypsdisve
wesngqpennykitppvidsdgsiflysritvdkerwgegnviscavmhealhnhytqkslslrpgk
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SEQ ID NO: 56

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappa] de 9,14.4C-Ser, 9.14.4-
CG2 y9.14.4-CG4

mdorvpaqlfeliliwirgarcDIQMTQSPSSLSAS VGDRVTITCRPSQIISSLLINWYQ
QKPGKAPK LLIYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCO
OSYSTFFTFGPGTKVDIKRtvaapavfifppsdeqiksgtasvvellnnfypreakvgwikvdnalgs
gnaqesvieqdskdatyslsstitiskadyekhkvyacevthqglaspvtksfargec

SEQ ID NO: 74

Secuencia proteica de 1a cadens pesada [cadena gamma] de 9.14.4-CG2
mefglswvflvaiikgvgcQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDY YMS WI
RQAPOKGLEWVSYISSSGSTIYYADSYK GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarsisestaalgclvkdyfpe
pvitvswnsgaltsgvhtipavigesglyslesvvtvpssnfgiqtytenvdhkpantkvdkiverkecvecppepa
ppvagpsvilfppkpkdilmisrtpevtcvvvdvahedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreeqfastfrvvevit
vvhqdwlngkeykckvankgipapiektisktkggprepqvytippsreemtimqvslitelvkgfypadiavew
esngqpennyktippmldsdgsfilyskitvdksrwqqenviscsvmhealhnhytqkalslepgk

SEQIDNO: 78
Secuencia profeica de 1a cadens pesada {cadena gamma] de 9.14.4-CG4
ii VQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTESDYYMSWI

RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVK GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarstsestaalgcividyfpe
pvtvawnsgaltagvhifpaviqesglyslssvvivpssslgtitytenvdhipantkvdkrveskygppepscps

peflggpavilippkpkdtimisripevtcvvvdvsgedpevginwyvdgvevhnaktkpreeqfostyrvvavl
tvihqdwingkeykckvankgipssicktiskakggprepgvytippageemtingvaliclvkgfypsdiave
wemngqpennykitppvidsdgsfilysrltvdksrwaegnviacsvmhealhnhytqkalslspghk

SRQ ID NO: 82
Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 9.14.4-Ser
ji VQLVESGGOLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVK GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARGLTGDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarstsestaalgelvkdyfpe
pvivswnsgaltsgvhtfpaviqasglyslssvvtvpassigtktytenvdhkpsntkvdkrveskygppeppcpa
fppkpkdﬂmmtp fnstyrvvav,

wemgqpmnykﬂppvldadgsﬂlynlwdkanegnvﬁmhnlhnhytthﬂspgk
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SEQID NO. 101
Secuencu oucleotidica de la cadena peudl [cldena glmma] de 9.14.4G1

GAGTCTGGGGGAGGC'ITGGTCAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACI‘CFCC

TATGCAGCCTCTAGATTCACCTTCAGTGACTACTATATGAGCTGGATCC

GCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGGTTTCATACATTAGTAGTA

GTGGTAGTACCATATACTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCAT
CTCCAGOGGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCT

GAGAGCCGAGGACACGGCCATGTATTACTGTOGCGAGAGGCCTAACTGG
GGACTACTGGGGCCAGOGAACCCTGATCACCGTCTCCTCAGC T iccaccaag
sgeocateggtcticoceetggeacceiceiveaagageaccictggegaeacagoggecctgggetgectggtean
Seactacticeccganceggigacggtgtogtagancteaggegeccigaccageggegtgcacaccticcoggetg
tectacagtectcaggactctactccctcageagegtggtgaccgigeectccageageitgggeacceagacctacat
cigcaacgtgastcacasgeccageancaccasggtggacaagraagitgageccanateitptgacasaacicaca
catgeecaccgigeccageaccigaaciceipagappacegicagicticototiccoeccanaaccoanggacace
cicatgatctcecggaoccotgaggiracatgogtggtaptggacgigagecacgaagaccetgaggicaagttcas

ciggiacgigpacgacgtggaggtecatasigecasgicaasgecgcgggaggageagtacascageacgtaceg
tgtggtcagegiceteacegtectgeaccaggactggeigaatggeaaggagtacaagigcanggictecenacanag
cecteccageccceatcgaganaaccaiciccaangecanagggeagececgagaaccacaggtgtacaccetges
cceatcccgggatgageigaccanganccaggtcageetigacetgectggicanaggetictatceccagegacateg
ccgigeagtegRagagcaatgggragceggagaacaactacangaccacgectcccgigeiggactcegacgget
cettcticoictacagoangctcaccgiggacasgageagaiggcageagggranctcttcicatgeteogtgatge

atgaggctetgeacaaccactacacgeagaagagectetecctgictecgggtanatag

SEQIDNO 102

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 9.14.4G1
mefglswvilvaiikgvgcQVQLVBSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDY YMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVEKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
BRDTAVYYCARGLTGDY WGQGTLVTVSSAstkgpsviplapsskstsggtaalgclvkdyfp
epvivswnsgaltsgvhtfpavigesglyslssvvivpsssigtgtyicnvahkpsatkvdkkvepkscdkthtepp
cpupdlggpsvﬂfppkpkdﬂ:nhﬂpev&vwdvxhedpevk&myvdgveﬁm:hkpmqynny?v
vavitvihgdwingkeykckvankalpapiektiskakgqprepqvytippsndeltinqvaltelvkgfypadia
vewesngqpennykitppvldadgsfilyskltvdksrwqqgnviscsvmheallmhytqkslslspgk
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SEQ ID NO: 29

Secuenmnucleoﬁdmdelnuden:pﬂda[udomm]des103y8103F

TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGTITTAGTATGACCTGGGTCC
GOCAGGCI'CCAGGAMGGGGCT GGAGTGGGTTTCATACATTAGTAGTA

TCTOCAGAGACAATGCGAAGAACICACTGTATLTGCAMTGAACAGCC
TGAGAGACGAGGACACGACTGTGTATTACTGTGCGAGAGATCCTCTTCT
AGCGUGAGCTACCTTCTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCAC
CGTCTCCTCAGCCtecaccangggoecateggtcticceociggogecctgetecaggageacctoogag
agcacagcggeectgggoigeotggteaaggactacticcecganceggtgacggtgtogtggaacteaggogetot
gnccageggegtgeacacoticecagetgtectacagticeicaggactetactcecteageagegiggtgaccgtgee
ciecageaacticggeacceagacciacaccigeancgiugatcacaageccageaicaccanggtggacaagaca
Sttgagcgoaaatpiigtpicgaptgeecaccgigeccageaccaceigtggraggaccgtoagteticeteticcece
cazapcceaaggacaccotoatgateteecggaceectgaggicacytgegigaiggtagacgigageoscganga
cccogaggiccagticaactggtacgtygacggcgtggaggtgcatantgecaagacasagecacggRagEagca
gticancagracgiicegtgiggicagegtceteaccgtigtgeaccaggactggetgaacggeaaggagincangty
caaggtciccaacasaggectcecageoccoaicgagaaaaccateiccanaaccaniggacagrecogagnace
acagptgtacaccetgeccecatccoggRagRagatgaccangaactaggicageetgacetgectggieanagge
tictaccccagegacategeogtgpagigggagageantgggeagecggagaacaacmcaagaceacacciceca
tgctggactcogacggcetocticiiceictacageaagetracegtggacaagageaggiggcageaggaeaacgte
Hetcatgetecgigatgoatgaggctctgcacanceactacacgcagaagagecicicectgicicegggtaan

SEQ ID NO: 30 A

Secuencia proteica de Ia cadena pesada [cadens gamma] de 8.10.3 y 8.10.3F
melglewvilvailegvacEVQLVESGOGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMIWY
RQAPGKGLEWVSYISSRSSTISYADSVEGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRD
EDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplepcsrateestaalg
civkdyfpepvtvswnsgaltsgvhifpavigsaglysissvvivpasnfptgtytcnvdhkpantkvdktverkee
vecppepappvagpsvilfpphpkdtimisrtpeviovvvdvihedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreeqfn
stirvvavitvvhqdwingkeykckvankglpapicktisktkggprepgvytippareemtimqvsitclvigly
pediavewesngqpermykitppmildadgsfilyskltvdksrwqqenviicsvmheslhnhytqkslalspgk
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SEQ ID NO: 31

Secuencia nucleotidica de la cadena liviana [cadena knppa] de 8.10.3FG1 y
B 10. 3F

' gettcteticet LeaccRRGAATTTOTGTTG
ACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCITTGTCTOCAGGGGAAAGAGCCACCC
" TCTCCTGCAGQGCCAGTCAGAGT GTTAGCAGCAGTTACTTAGCCTGGTA
CCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCG
AGCAGOGCCACTGGCATCCCAQACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGG
ACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAG
TATATTACTGTCAGCAGT ATGGTAGCTCACCTCTCACTTTCGGCGQOAGG
GACCAAGGTGGAGATCAAACGAactgtggetpeaccatctgteticateticocgecatctgatga
gcagitganatciggaacigectetgtigtgtgoctgctgastaactictatecca gagagaccanagtacagtggang
gtgBataacgoccicoantcggptaacicceaggagagigicacagageaggacageangEacageaccincage
cteagcageacccigacgetgageaaageagactacgagaaacacanagtctaogeetgogangtcacceateagg
gectgagetegeccgteacasagageticancaggueagagtpt

SEQ ID NO: 32

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadena kappa] de 8.10.3FG1 y 8.10.3F
meipaqliffillwipdttgEFVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASOSVSSSYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVY YCQO
YGSSPLTFGGGTKVEIKRtvaspsvfifppsdeqlksgtasvvellnnfypreakvqwkvdnalqeg
nsqesvteqdskdstyslsstitiskadyekhkvyacevthqglaspvtksfnrgee

SEQIDNO: 43
Secuencis nucleotidiu de 1a cadena liviana [cadena kappa] de 8.10.3 y 8.10.3-Ser
g g gals ggaCGAATTTGTGTTG
ACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCFITGTC’PCCAGGGGAMGAGCCACCC
TCTCCTGCAGQUGCCAGTCAGAGT GTTAGCAGCAGTTACTTAGCCTGGTA
CCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCC
AGCAGGQCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGG
ACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGOAGCCTGAAGATTTTGTAG
TGTATTACTGTCAGCAGTATQGTAGCTCACCTCTCACTTTCGGCGGAGG
GACCAAGGQTQGGAGATCAAACG Aactgiggetgeaccatctgteticatcttcccgeeatetgatega
geagtigasatctggaactgoctctgttptgtgectgctgantaacttctatcccagagaggecaangiacagiggang
Stgataacgecctecaniogggtasciccoaggagagtgicacagagraggacageasggacageacctacage
cleagcageacceigacgelgagesaagcagactacgagaaacacasagtctacgectgegaagicacceatcagy
gectgageicgeecgicacaaagagoeticancaggrgagugigt

SEQID NO: 44

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadens kappa] de 8.10.3 y 8.10.3-Ser
mepag!ifiliwlpditgRFVLTQS PGTLSLSPGERATLSCRASQS VSSSYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFVVYYCQQ
YGSSPLTFGGGTKVEIKRtvaspsvfifppadegiksgtasvvelinnfypreakvqwkvdnalqsg
nsqesvteqdskdstysisstitiskadyekhkvyacevthqglsspvtkafnrgee
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SEQ ID NO: 58 ’

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gammas) de 8.10.3C-Ser
relglewvflvailegvgcBVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMTWV
RQAPGKGLEWVSY]ISSRSSTISYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRD
EDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarstscstaslg
civkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpavigaaglyslssvvivpssalptkiytcnvdhkpsntkvdkrveskyg

ppeppepapeflggpavilfppkpkdtimisrtpevievvvdvagedpevqfwyvdgvevhnaktkpreeqf °

nstyrvvsvitvibgdwingkeykckvenkglpssiektiskakggpropgvytippsgeemtknqvaliclvkgf
ypsdiavewesnggpennykttppvldsdgsfiiyeritvdkereqegnviscsvmhealhnhytqkslslspgk

SEQ ID NO: 60
Secuencia proteica de la cadena liviana [cadens kappa] de 8.10.3-CG2, 8.10.3-CG4

¥ B8.10.3C-Ser
metpqllAlliwiditgETVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSSYLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCOQ
YGSSPLTFGGATKVEIKRtvaspsviifppsdeqlksgtasvvollnnfypreakvqwkvdnalgsg
naqeavteqdskdstyslastltiakndyekhkvyacevthqglsspvikafnrgee

SEQ ID NO: 62

Secuencia proteica de la cadena posada [gadens gamma] de 8.10.3-0G2
melglewyilvailegvgeEVQLVESGGGLVQPAGSLRLSCAASGFTFSSFSMTWV
RQAPGKGLEWVSYISSRSSTISYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLOQMNSLRD
EDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLVTVSSAstkgpaviplapcarstecstasly
civkdyfpepvtvswnagaltsgvhtfpaviqesglyslssvvtvpasnfgtqtytenvdhkpsntkvdkiverkee
vecppcpappvagpsvilfppkpkdtimizrtpevicvvvdvahedpevqfawyvdgvevhnaktkpreegfn
stirvvsvitvwvhqdwingkeykckvsnkgipapiektisktkggprepqvytippereemtknqvaliclvkgfy
pediavewesngqpennykitppmlidsdgafflyskitvdksrwqqanvficsvmhealhnhytqkalslgpgk

SEQ ID NO: 90

Secuencia proteica de 1a cadena pesada [cadena gamma) de 8.10.3-Ser
melglcwvilypilegvqcE VQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMTWY
RQAPGKGLEWVSYISSRSSTISYADSVKQRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRD
EDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLVTVSS Astkgpaviplapcarstsestaalg
clvkdyfpepvivawnsgaltsgvhtfpaviqssglyslsavvivpassigtktytenvdhkpsntkvdkrveskyg
rpeppepapeflggpevilfppkpkdimistipevicvvvdvagedpevg fawyvdgvevhmaktkpreeqf
nstyrvvavitvlhgdwingkeykckvankglpasicktiskakgqprepqvytippsqeemtiknqvaliclvicgf
ypsdiavewesngapennykitppvidsdgsffysritvdksrwqegnviicsvmhealhnhytqlkslslspgk

'&7
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SEQ ID NO: 94

Secuencin proteica de la cadena pesada [cadena gamma) de 8.10.3-CG4
mejglcwvilvailepvgcEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSFSMTWV
RQAPGKGLEWVSYISSRSSTISYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRD
EDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapcarsisestaalg
clvkdyfpepvtvswnsgaltsgvhtfpaviqesglyslasvvivpssalgtktytenvdhkpantkvdkrveskyg
ppepacpapefiggpsvilfppkpkdtimisrtpevicvvedvsqedpevafnwyvdgvevhnaktkpreeqf
nstyrvvavltvlhgdwingkeykckvankglpssiektiskakggprepqvytippsqeemtimqvsltclvkgf
ypsdiavewesngqpennykitppvidsdgsfflysritvdkerwqegnviscavmhealhnhytqkalslspgk

SEQ ID NO: 97
Ser.umml nuclwﬂdm de ia eldcnnpewh de 8.10. SFGI

gitgs - - ¢ v getetceaatgtGAGATGCAGCTGGTA
GAGT C‘I‘GGGGGAGG C.'I'I‘GGTACAGCCTGGGGGGTOCCTGAGACTCTOC
TATGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTAGTTTTAGTATGACCTGGGTCC
GCCAGGCTCCAGGAAAGGGGCTAGAGTGGGTTTCATACATTAGTAGTA
GAAGTAGTACCATATCCTACGCAGACTCTGTQAAGGGCCQATTCACCA
TCTCCAGAGACAATGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCC
TGAGAGACGAGGACACGGCTATGTATTACTGTGCGAGAGATCCTCTTCT
AGCGGGAGCTACCTTCTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCAC
CGTCTCCTCAGCCiccaccangggectatcggicticeecotggeacoetcetecangageaceictggy
gBcacageggroctgggrtgectggicanggactacticcecgaaccgatgacggtgicatagancicaggegeee
1gaccagoggeptgencaccitcecggotgtoctacagtecteaggactetactocctcageagegtggtgaccatye
cciccagoagettggpracccagacetacatetgcascgtgaatcacaageccagtancaccanggigaacangan
agitgagcccaaatcitgigacasaactcacecatgeccaccgigeccageaccigaactectggggggaccicagt
citectcticeccccanaacceaaggacacceteatgateteceggaccectgaggteacatgegtgptaggtagacgt
BABCCACEARGACCCIZARRIrangiicanctggtacgIgRACESCEtgRRRtgTataatgecangACRARECCE
cgggaggageagtacaacageacgtaccgtptggteagogtccteaccgicotgeaccaggactageigantggea
iggagtacaagigcaaggicticoaacanigocctecoageceeCitcRAgAAARCCALCCCIAARCCRIEERETE
geccogagasceacaggtgtacaceetgeeeccatrecgggat gagetgaceasgaaccaggteagectgacctge
ctggtcanaggetictatcccagegacatcgecgtygagigRRrgageaatgRacageeggagaacanctacanga
ccacgectocegtgetggactcogacggrtocticticcictacagoaagotoaccgtggacangageaggipgcag
cagggpancgiciicicatgcicegtgatgeaigaggeteigcacaaccactacacgcagaagagectcicectgtete
cgggtanatag

SEQ ID NO: 98
Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma) de 8.10.3FG1

i cEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTSSFSMTWY
RQAPGKGLEWVSYISSRSSTISYADSVKGRFTISRONAKNSLYLQMNSLRD
EDTAVYYCARDPLLAGATFFDYWGQGTLVTVSSAstkgpsviplapsskstsggtaal
gelvkdyfpepvivswnsgaltsgvhifpaviqasglysissvvtvpsssigigtyicavahkpmtkvdickvepk
scdkthtcppcpapeliggpsvlfppkpkdtimisrtpevicvvvdvshedpevkfnwyvdgvevhnaktkpr
ecqynstyrvvavitvlhgdwingkeykckvankalpepicktisknkgqprepqvytippardeltknqvslicly
kgfypsdiavewesngqpennykttppvldsdgsfflyskitvdksrwqqenviscsvmhealhnhytqkalsls
pgk

BN



SEQ ID NO: 33
Secueucunucleoddmdehudennpmda[adempma]de972m
ERE . IR CCOPURCIAL LML i) GGTGCAGCTGGTG

GAGT CTGGGGGAGGC’ITGGTCMGCCI‘GGAGGGT CCCTGAGACTCTCC
TUTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTACTACATGAGCTGGATCC
GCCAGGCTCCAGGGMGGGG CI'GGAGT GGATTT

CTCCAGGGACAAOGCCAAGAAITCACTGTATCFGCAMTGMCAGCCT

GAGAQ CCGAGGACACGGCCGTGTATI‘ACTGTGCGAGGW
TATGGACGTCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGC  Ticen

ccaagggeccatce gteticceoctggegosctgetctagaagracetcogagageacageggecctggacigooty
gtcaaggactacticcecgaaccggtgacgptgtegtggancicaggrgeivtgaceageggegtecacacciteos
agctgtectacagtecicaggactctactcecteageagegtggtgacogtgecetecagoaacticggeacceagae
cacacctgcaacgtagatcacaagoccageaacaccaaggtggacangacagtigagcgoanatgtigtgtogagt
gcccaccgtgeccagoaccacctgtggeaggaccgteagteticceteticeccecanapcceanggacacceteatga
toteceggaccectgaggtcacgtgegtgatastggacatgagecacguagaccecgagatccagiicasctggtac
B'eBAcEEcgigaaggigoataatgrcangacanagecacgggaggageagtivascageacgticogtgtggtea
gcgtecteaccgtigtgeaccaggactggetgaacggeanggagtacangtgcaaggtciceaacanaggecteecs
geccccategagaasaceatoiccanasccanagggesgeccegagnaccacaggigincaceetgeececatece
ESgAgEamatgaccaagaaccagpicageeipaccigeciggtcanaggetictaccecagegacatcgeegtgga
gtgEeagagcantggEragecggagaacaactacangaccacacciceeatgetggacteegacggetcctictice
tctacagcaagetcaccgtggacaagageaggtgarageagggaaacgtcitctcatpetoogtgatgeatgagget

ctgcacaaccactacacgeagaapagecteiceeigictecgpptana

SEQ ID NO: 34

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 9.7.2IF
mefglswv{lvaiikgvgcQVQLVBSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDY YMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARRIGGMDV WGQGTTVTVSS Astkgpsviplapcartsestaalgelvkdyf
pepvivsvmagalisgvhifpaviqesglyslssvvtvpeanfgiqtytenvdhkpmtivdktverkcevecppe
pappvagpsvilippkpkdiimisrtpevievvvdvshedpevgftwyvdgvevhnakikpreeqfnstfrvvs
vitvwvhqdwingkeykckvsnkgipapiektiskikgqprepqvytippsreemtimqvsitcivkgfypsdiav
ewesngqpennykttppmidadgsfflyskitvdkerwqqgnviscsvmhealhnhytqkslslspgk

SEQ ID NO: 35
Secuenm nncleotidm de h udenl lmm [cadmn hppc] de 9.7. 21]-‘

TATCAGCAGAGACCAGGGMAGCCCCTMGCTCCTGATCTATM

TCCAGTTTACAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTG
GGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGC
AACTTACTACTGTCAACAGACTTACAGTACCCCATTCACTTTCGGCCCT

GGGACCAAAGTGGATATCAAACGAsctgtggctgeaccatotgtcticatcticcecgecatetga
tgngeagtigeanteiggaactgectoigitgtgtgoct geigaatancitctateccagagaggecanagtacagtgga
aggtggataacgecciccaatcgggiancicccaggngagtgtcacagageaggaca geaaggacageacctaca

gecicageagcaccetgacgctgageanageagaciacgagasacacanagtctacgecigegaagtcacceates
gggccigageicgeccgtcacanagagclicancaggegagagigt
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SEQ ID NO: 36

Secuencis proteica de la cadens liviang [cadena kappa) de 9,7.2IF
IQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISGFLIWYQ

QRPGKAFKLLIYATSSLOSGVFSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ

OSYSTPFTFGPGTKVDIKRtvaapevfifppsdeqlksgtasvvellanfypreakvqwkvdnalgs

gnagesvteqdskdstyslsstitiskadyekhkvyacevthqglsapviksfargec

SEQ ID NO: 45
Secuencmnncleoﬂdludelncadmpendn[ademm]dc972

GAGTCTGGGGGAGGCITGGTCAAGCCI‘GGAGGGTCCCTGAGACTCTCC
TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTACTACATGAGCTOOATCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTQGAGTGGGTTTCATACATTAGTAGTA
T, Al CGATTCACCAT
CTCCAGOGACAACGCCAAGAATTCACTGTATCTGCAAATGAACAGCCT
GAGAGCCGAGQACACGGCCOTATATTACTGTGCGAGG
IATOGACGTCTGGGOGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGC T een
ccaagggeccatcegteticeccotggogecctgotetagnageaccicegagageacageggecctgggetgecty
gicasggactacticcecganccggtgacggtgtegtggaacteaggegototgaccageggogtgcacaccitece
agctgicctacagtcotcaggacictacteecicageagegiggtgaccgtgecctccagoagetigggeacgaagac
MWMMWlmWW
geceatcatgeccageacctgagitoetg Cag gticecee CCCARRY
amwmmmwmammmmm
acgtggatggegtagaggtgcataatgecasgacasagecgepggaggageagticancageacgtacegtatygt
cagogtectcaccgtecigeaccaggactgprigaacggcanggrgincangtgcaaggictecancanaggectc
cegtectecategagaaanceatciccanagecaaagggoeagoccegagagccacaggigacacectgoccecat
cccaguaggagatgaccaagaaccaggicagectgacetgoctggtcasaggotictaccceagegacatcgeegt
Seagtagagagcastggecagecggagancanctacangaccacgectcecgtgeiggactecgacggetcott
tiicetotacageaggotsacegtggacasgagcagigacaggagaggantatcticieatgctecgtgatgeatgn
gecictgeacaaccactacacacagaagagectctoccigictceggginna

SEQ ID NO: 46

Secuencia proteica de 1a cadena pesada [cadena gamma] de 9.7.2
mefplawvflveikgygcQVQLVESGGGLVKPGASLRLSCAASGFTFSDY YMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIVYADSVEGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARRIGGMDVWGQGT TVTVSS Astkgpaviplapcerstsestaalgelvkdyf
pepvivswnsgaltsgvhtfpavigasglyslssvvivpassigtitytenvdhkpantkvdkrveskygppepsc
papeflgepsvilfppkpkdtlmisrtpevicvvvdvaqedpevqnwyvdgvevimaktkpreeqfnstyrvy
svitvihqdwingkeykckvankglpasickiiskakgqprepqvytippsqgeemtimqvslicivkgfypadia
vewesngqpennykttppvldedgsfflysritvdksrwaegnviacsvmhealhnhytqkelalspgk
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SEQIDNO: 47

Smmcmnucleoﬁdmadehcudemhm:[udmahppl]dﬂ 72y972-3er
AGATGACCCAG‘TCTCCATOCTCCCTGTCIGCATCTGTAGGAGACAGAGT
CACCATCACTTGCCQGACAAGTCAGAGCATTAGCGAGCTTTTTAATITGG
TATCAGCAGAGACCAGOAAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGQCTACA
TCCAGTTTACAAAGT GOGAT CCCATTAAGGTTCAGTGGCAGTGAATCTG
GQACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTITGC
AACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCCATTCACTTTCGGCCCT
GQAGACCAAAGTGGATATCAAACGAsctgiggeigeaccatctgicticatcticecgecatetga
tgagcagtitgaaatoiggascigoctotgtigtgtipcctgotgastancitcintccoaga gaggecanagtacagtgea
aggtggataacgeectceaatcgginacicccaggagagtgicacagageaggacageaaggacageaceinca
gectcageageacectgacgetgagosageagactacgagasacacanagteticgectigogaagicacceatca
ggBcctgagetogeccgtracanagagoticascaggpgagagtgt

SEQID NO: 48

Secuencia proteica de la cadena liviana [cadens kappa] de 9.7.2 y 9.7.2-Ser
mémrypagligiiliwlrgareDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASOSISGFLIWYQ
QRPGKAPKLLIYATSSLOSGVPLRFSGSESGTDPTLTISSLQPEDFATYYCQ
QsmgFﬁGPGTKVDIKRMvﬁfppldeqlhgtnweﬂmfypmkvqwkvanQl
gnaqesvieqdalcdstysisstitlskadyekhicvyacevthqglsspviksfnr,

SEQ ID NO: 50

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadenn gamma] do 9.7.2C-Ser
mefglawyilvailkavgcQVQLVESGGGLVEPGGSLRLSCAASGFTESDY YMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSASTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCAIRIGGMDYWGQGTTVTVSSAstkgpsviplapcsrsteestanlgelvikdyfp

emmpmyk&ppvldﬂgﬂwlquegwﬁuvmmmnhmmﬂspsk

SEQIDNO: 52
Secnencmproumdchudenahwm[udmakqpn]dw7.20-8&:.972-002:1

9.7.2-CG4
msdmrvpagligiiitwlcga;cDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASOSISGFLIWYQ
QKPGKAPK LLIYATSSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
OSYSTPFTFGPGTKVDIKRtvaapsviifppsdeqlksgtasvvelinnfypreakvqwikvdnalgs
gnsqesvieqdskdstyslsstitiskadyekhivyacevthqplaspviksinrgee



SEQ ID NO: 66

Secucacia proteica de la cadena pesada [cadena gamma) de 9.7.2-CG2
mefglswvilvajikeygcQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGETF§ DY YMS W1
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADRSVEKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCAIRIGAMDVWGQGTTVTVSS Astkgpsviplapcarstsestaalgeivicdyip
epvtvewnsgaltsgvhifpaviqasglyslsavvtvpssnfgtqtytenvdhkpantkvdkiverkccvecppep
appvagpsvilfppikpkdtimisrtpevicvvvdvshedpevqfnwyvdgvevhnakikpreeqfnstfrvvsv
ltvvhqdwingkeykckvenkglpapiektisktkgqprepgvytippereemtinqvsltclvkafypadiave
wesngqpennykttppmldsdgefflyskitvdimrvqqenviscsvmhealhnhytqkslslspgk

SEQ ID NO: 70

Secuencia proteica de 13 cadena pesada [cadena gamms] de 9.7.2-CO4
mefglswvilvaijkayqeQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSWI
ROAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVEK GRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARIGGMDVWGQGTTVTVSSAstkgpsviplapcarstucstaalgeivkdyfp
epvivswnsgaltsgvhtfpavigseglyslssvvivpssslgtktytenvdhkpantkvdkrveskygppcpscp
apeflggpavilfppkpkdtimisrtpevtcvyvdvaqedpevgfnwyvdgvevhnaktkpreeginatyrvvs
vitvihgdwingkeykckvankglpssiektiskakgqprepqvytippsqeemtknqvsliclvikgfypsdiav
eweanggpennyktippvidsdgefflysritvdkerwgegnviscavmhealhnhytgkslslspgk

SEQ ID NO: 86

Secuencia proteica de la cadena pesada [cadena gamma] de 9. 7.2-Ser )
mefplswvilvaiikgyacQVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDY YMSWI
RQAPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVEGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRA
EDTAVYYCARRIGGMDYWGQGTTVTVSSAstkgpsviplapcarstsestanlgelvkdyl
pepvivswnsgaltagvhifpaviqesglyslssvvivpssslgtktytenvdhkpantkvdkrveaky gppeppe
papeflggpsvilfppkpkdtimisrtpevicvvvdvagedpevqfowyvdgvevhnakikpreeqfnstyrvy
evitvihgdwingkeykekvankglpssiektiskakgqprepqvytippsqeemtinqvsitcivkgfypadia
vewesnggpennyktippvidsdgsfflysritvdksrwqoegnviscsvmhealhnhytqkslslspgk
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IVINDICACIO

Un anticuerpo monoclonal humano o una porcitn de unién de

antigeno de este que se unse especificamente a M-CSF.

El anticuerpo monocional humano o la porcién de unién de antigeno
de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho anticuerpo o

porcidn posee al menos una de las siguientes propiedades.

a) se une a isoformas secretadas por humanos de M-CSF y a
isoformas unidas a membrana de M-CSF;

b) tiene una selectividad para M-CSF y es al menos 100 veces
mayor que su selectividad para M-CSF o G-CSF;

¢) ee une a M-CSF con un Kp de 1.0 x 107 M 0 menos; ‘

d) tiene una proporcion inferior a la méxima (Kinteror) para M-CSF de
2.0 x 105! 0 méas pequefia; o

@) se une al M-CSF en la presencia de c-fms humano.

El anticuerpo monocional humano ¢ la porcién de acuerdo con la
reivindicacion 2, en donde dicho anficuerpo © bloques de
fragmento que se unen al ¢-fms y se unen al M-CSF con un Kp de

1.0 x 107 M 0 menos.

Un anticuerpe monocional humano 8.10.3F o una porcién de unién

a antigeno de ésté que se une especificamente a M-CSF.
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5. Un anticuerpo monocional humano 8.14.4| o una porcién de unién

a antigeno de éste que se une especificamente a M-CSF.

6. Un anticuerpo monoclonal humano o quimérico, humanizado o una
porcién de unién a antigeno de éste que se une especificaments y
que inhibe el M-CSF humano, en donde el anticuerpo o la porcién

de este tlene al menos una propiedad seleccionada del grupo que

consiste de:

a) competencia cruzada para unirse a M-CSF con un anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste de: anticuerpo 252, 88, 100,
3.8.3, 273, 1.1'20.1. 9.14.4], B.10.3F, 8.7.2IF, 8.14.4, 8.10.3,
9.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-8er, 8.10.3-CG2, 9.7.2-
CG2, 68.7.2-CGA4, 9.14.4-CG2, 8.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 8.7.2-Ser,
8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 y 0.14.4G1;

b) compite para unirse con M-CSF con un anticuerpo seleccionado
del grupo que consiste de: 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1,
8.14.41, 8.10.3F, 6.7.2IF, 0.14.4, 8.10.3, 0.7.2, 9.7.2CSer,
9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4,
8.14.4-CG2, 8.14.4-CCG4, 8.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-
CG4, 8.10.3FG1 y 9.14.4G1;

c) unirse al mismo epliopo del M-CSF como un anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste de 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3,
1.120.1, 9.14.41, 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-C32, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4,
8.14.4-CG2, 9.14:4-CG4. 9.14 4-Ser, 0.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-
CG4, 8.10.3FG1 0.14.4G1;
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d) unirse a M-CSF con sustancialmente el mismo Kn cOmo un

anticuerpo selecclonado del grupo que consiste de anticuerpo 252,

88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14 4,

8.10.3, 9.7.2, 9.7.2C-Ser, 8.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2,

0.7.2-CG2, 0.7.2-CG4, 8.14.4-CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-

Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1y 9.144G1; y
e) unirse a M-CSF con sustancialmente la miama proporcion inferior

como un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste de:

anticuerpo 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 0.14.41, 8.10.3F,

8.7.2iF, 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,

8.14.4-Ser, 6.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 vy
9.14.4G1.

7. Un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a M-CSF,

en donde el anticuerpo se selecciona del grupo que consiste de:

a) un anticuerpo que comprende Ia secuencia de aminoéacido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC No.: 2 y la secuencia
de aminoécido de cadena ligera establecida en la ID de SEC. No.:
4, sin las secuencias de sefial;

b) Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacido de
cadena peeada:estableclda en la ID de SEC. No.: 6 y la
secuencla de aminoécido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 8, sin las secuenclas de sefal;

6) Un anticuerpoc que comprende la secusncia de aminodcido de

cadena pesada establecida en la |ID de SEC. No.: 10 y la
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secuencia de aminoacido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 12, sin las secuencias de sefial;

Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoécido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.: 14 y la
secuencia de aminodcido de cadeﬁa ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 18, sin las secuencias de sefal;

Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminodcido de
cadena pesada establacida en ia 1D de SEC. No.: 18 y la
secuencia de aminodcido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 20, sin las secuencias de sefial;

Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoécido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No. 22 yla
secuencia de aminodcido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 24, sin las secusncias de sefial;

Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.: 26 y la
secuencia de aminodcido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 28, sin las secuencias de sefial;

Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.: 38 y la
secuencia de aminodcido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 28, sin las secuencias de sefial,

Un anticuerpo qtie comprende [a secuencia de aminodcido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.. 54 y la
secuencia de aminodcido de cadena ligera establecida en la D

de SEC. No.: 58, sin las secuencias de sefial;
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Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoicido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.. 74 y Ia
secuencia de aminodcido de cadena ligera establecida en la |D
de SEC. No.: 58, sin las secuencias de sefial;

Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoécido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.: 78 y la
secuencla de aminodcido de cadens ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 58, sin las secuencias de sefnal;

Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoécido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.: 82 y la
secuencia de aminoicido de cadena ligera establecida en la ID

de SEC. No.. 28, sin ias secuencias de sefial;

m) Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminodcido de

P)

cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.: 102 y la
secuencia de aminodcido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 28, sin las secusncias de sefial;

Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoécido de
cadena pesada establaecida en la ID de SEC. No.. 30 y la
secuencia de aminoécido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 32, sin las secuencias de sefial;

Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoéacido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.. 30 y la
secuencia de aminodcido de cadena ligera eatablecidg en la. ID
de SEC. No.: 44, sin las secuencias de sefial;

Un antlcuerpo que comprende la secuencia de aminoicido de

cadena pesada establecida en la ID de SEC, No.: 58 vy la
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secuencia de aminoécido de cadena ligera establecida en la 1D
de SEC. No.: 80, sin [as secuencias de sefial;

q) Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminodcido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.: 62 y la

. secuencia de aminoacido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 80, sin las secuencias de sefial;

) Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoécido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.: 90 y la
secuencia de aminodcido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 44, sin las secuencias de sefial;

s) Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoécido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.: 84 y la
secuencia de aminoécido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 80, sin las secuencias de sefial;

f) Un anficuerpo que comprende la secuencla de aminoacido de
cadena pesada establecida en la 1D de SEC. No.: 68 y la
secuencia de aminoAcido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 32, sin las secuenclas de sefial,

u) Un anticuerpo que comprande la secuencia de aminoécido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.: 34 y la
secuencia de aminoécido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 36, sin las secuencias de sefial,

v) Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoécido de
cade.na pesada establecida en la ID de SEC. No.: 468 y la
secuencia de aminoédcido de cadena ligera establecida en la 1D

de SEC. No.: 48, sin las secuencias de sefial;
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w) Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminodcido de

y)

2)

cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.: 50 y la
secuencia de aminodcido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 52, sin las sacuencias de sefial;

Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoécido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.. 68 y la
secuencia de aminodcido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 52, sin las secuencias de sefial;

Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoécido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.. 70 y la
secuencia de aminoécido de cadena ligera establecida en la ID
de SEC. No.: 52, sin las secuencias de sefial;

Un anticuerpo que comprende la secuencia de aminoacido de
cadena pesada establecida en la ID de SEC. No.: 86 y la
secuencia de aminodcido de cadena ligera establecida en la ID

de SEC. No.: 48, sin las secuencias de sefial.

El anticuerpo monocional humano o una porcién de unién de
antigeno de ésta de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde

dicho anticuerpo o porcién que se une antigeno comprende:

a) una cadena pesada CDR1, DR2 y CDR3 seleccionada

independientemente de la cadena pesada de un anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste de: anticuerpo monocional
252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 98.7.2IF,
9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 0.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser,

8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 0.144-CG2, 9.14.4-CG4,
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8.14.4-Ser, 8.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 vy
9.14.4G1; 0
b) una cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3 seleccionada
independientemente de la cadena ligera de un anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste de: anticuerpo monocional
252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, B.10.3F, 9.7.2IF,
8.144, 8103, 8.7.2, 9.7.2C:Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser,
8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 0.7.2-CG4, 8.144-CG2, 9.14.4-CG4,

9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, B8.10.3FG1 y
8.14.4G1.

9. Un anticuerpo monoclonal o una porcién de unién a antigeno de éste

que se une especificamente a M-CSF, en donde:

a) La cadena pesada comprende |a cadena pesada CDR1, CDR2 y
CDR3 de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste de:
anticuerpo 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 8.14.41, 8.10.3F,
9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 8.7.2, 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, 9.144-
CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 y
0.14.4G1;

b} La cadena ligera comprende la cadena pesada CDR1, CDR2 y
CDR3 de un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste de:
anticuerpc 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F,
8.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 6.7.2C-Ser, 8.14.4C-Ser, 8.10.3C-
Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 98.144-



WO 2005/030124

9 PCT/US2004/029390 ;é’?/

CG4, 9.14.4-Ser, 0.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 y
8.14.4G1;

¢) El anticuerpo comprende una cadena pesada de (a) y una cadena

ligera de (b); o d) el anticuerpo de (c) en donde las secuencias de
aminodcido CDR de cadena pesada y de cadena ligera se

seleccionan del mismo anticuemo.

10. Un anticuerpo monoclonal o una porcién que se une a antigeno de

ésta que se une especificamente a M-CSF, en donde el anticuerpo

comprende:

a) Una cadena pesada que comprende una secuencia de

aminoécido desde el inicio del CDR1 hasta el final del CDR3 de
ia cadena pesada de un anticuerpo seleccionado de! grupo que
consiste de 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F,
8.7.2IF, 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, 8.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 9.144-CG2, 0.14.4-
CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1
y8.14.4G1;

b) Una cadena ligera que comprende una secuencia de

aminoécido desde el inicio del CDR1 hasta el final del CDR3 de
un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste de:
anticuerpo 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F,
8.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 8.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-
Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 8.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 08.144-
CGA4, 5.14 4-Ser, 8.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1
y 8.14 4G1;



WO 2005/030124 10 PCT/US2004/029390 %

A2

c) La cadena pesada de (a) y la cadena ligera de (b); o
d) Las secuenclas de aminodcido de la cadena pesada (a) y la

cadena ligera de (b) se seleccionan del mismo anticuerpo

11. El anticuerpo monoclonal o la porcién que se une a antigeno de acuerdo

con la reivindicacién 10 en donde dicho anticuerpo monocional o porcién

comprende:

a) La secuencia de aminodcido de dominio variable (VH) de cadena
pesada, sin una secuencia de sefial, de un anticuerpo seleccionado
del grupo que consiste de: anticuerpo 252, B8, 100, 3.8.3, 2.7.3,
1.120.1, 9.14.41, 8.10.3F, 8.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 0.7.2, 9.7.2C-Ser,
9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 0.14.4-
CG2, 9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4,
8.10.3FG1y 9.14.4G1;

b) La secuencia de amincécido de dominio variable (VL) de cadena
ligera, sin una secuencia de sefial, de un anticuerpo seleccionado del
grupo que consiste de: anticuerpo 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1,
0.14.41, 8.10.3F, 9.7.2IF, 9.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 8.7.2C-Ser, 9.14.4C-
Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 8.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 8.14 4-CG2,
9.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 8.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1
y B.14.4G1;

¢) La secuencia de aminoécido VH de () v la secuencia de aminoécido
VL de (b); 0 |

d) La secuencia de aminodcido VH de (a) y la secuencia de aminoécido

VL de (b), en donde el VH y el VL son del mismo anticuerpo.
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12, Un polipéptido ssleccionado del grupo que consiste de:

a) Un polipéptido com;irende la secuencla de aminoécido de la ID de
SEC. No.: 2, sin la secuencia de sefial;

b) Un polipéptido comprende la secuencia de aminodcido de la ID de
SEC. No.: 6, sin la s-ecuencla de sefial;

¢) Un polipéptido comprende la sacuencia de aminoicido de la ID de
SEC. No.: 10, sin Ja secuencia de sefal;

d) Un polipéptido comprende |la secusncia de aminoéicido de ia 1D de
SEC. No.: 14, sin la sacuencia de seflal;

8) Un polipéptido comprende la secuencia de aminoécido de la ID de
SEC. No.: 18, sin la secuencia de sefial;

f) Un polipéptido comprende la secuencia de amino#cido de la ID de
SEC. No.: 22, sin la secuencia de sefial;

g) Un polipéptido comprende la secuencia de aminoacido de la ID de
SEC. No.: 26, sin la secuencia de sehal;

h) Un polipéptido comprende la secuencia de aminoacido de la ID de
SEC. No.: 30, sin la secuencia de sefal;

i) Un polipéptido comprende la secuencia de aminoécido de ia ID de
SEC. No.: 34, sin la secuencia de sefial;

) Un polipéptido comprende la secuencia de aminodcido de la ID de
SEC. No.: 38, sin la secuencia de sefial;

k) Un polipéptide comprende la secuencia de aminoécido de la ID de
SEC. No.: 48, sin la secuencia de sefal;

l) Un polipéptido comprende la secuencia de aminoécido de la ID de

SEC. No.: 50, sin la secuencia de sefal;



WO 2005/030124

, 12 PCT/US2004/029390

m} Un polipéptidg comr;rende la secuencia de aminoédcido de la ID de
SEC. No.: 54, sin la .sacuencla de sefial;

n) Un polipéptido comp:renda la secuencia de aminoacido de la ID de
SEC. No.: 58, sin la sacuencia de sefial;

o) Un palipéptido comprende la secuencia de aminoécido de la ID de
SEC. No.: 62, sin la secuencia de sefial;

p) Un polipéptido comprende la secuencia de aminodcido de la ID de
SEC. No.: 66, sin la secuencia de sefial;

q) Un polipéptido comﬁende la secuencia de aminoacido de la ID de
SEC. No.: 70, sin la secuencia de sefial;

‘r) Un polipéptido compr'ende la secuencia de aminodcido de la ID de
SEC. No.: 74, ein la secuencia de sefial;

8} Un polipéptido compéende la secuencia de aminoacido de la 1D de
SEC. No.: 78, sin la secuencia de sefiai;

) Un polipéptido comprimda la secuencia de aminodcido de la 10 de
SEC. No.: 82, &in la secuencia de sefial;

u) Un polipéplldo comprende la secuencia de aminodcido de la ID de
SEC. No.: 86, sin la secuencia de sefial;

v) Un polipéptido comprende la secuencia de aminoacido de la ID de
SEC. No.: 90, sin la secuencia de sefial;

w} Un polipéptido comprende la secuencia de aminodcido de la ID de
SEC. No.: 94, sin la secuencia de sefial;

x) Un polipéptido comprende la secuencia de aminoacido de la ID de
SEC. No.: 98, sin la :secuencia de sefial; y

y) Un polipéptido comprende la secuencia de aminoécido de la ID de

SEC. No.: 102, sin la secuencia de sefial.
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13. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 12 que comprende la
secuencia de aminodécido de la ID de SEC. No.: 30, sin la secuencia de

sefial.

14. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 12 que comprende la

secuencia de aminodcido de la ID de SEC. No.: 28, sin la secuencia de

seflal,

15. Un polipéptido seleccionado del grupo que consiste de:

a) Un polipéptido eom;!:rende la secuencia de aminoacido de la 1D de
SEC. No.: 4, sin la secuencia de sefial;

b) un polipéptido comp’renda la secuencia de aminoécido de Ia ID de
SEC. No.: B, sin la secuencia de sefial;

¢) Un polipéptido comprends la secuencla de aminoécido de la ID de
SEC. No.: 12, sin la secuencia de seflal;

d) Un polipéptido comprende la secuencia de aminoécido'de la ID de
SEC. No.: 16, sin la secuencia de sefial;

€) un polipéptido comprende la secuencia de aminodcido de la ID de
SEC. No.: 20, sin la secuencla de sefial;

f) Un polipéptido comprende la secuencia de amino4cido de la ID de
SEC. No.: 24, sin la secuencia de seflal;

g) Un polipéptido comprende la secuencia de aminoacido de la |ID de
SEC. No.: 28, sin la secuencia de sefial;

h) un polipéptido comp.rende la secuencia de aminoécido de la |D de

SEC. No.: 32, sin la secuencia de sefial;
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16.

17.

i) un polipéptido comp.rende la secuencia de aminodcido de la ID de
SEC. No.: 36, sin la secusncia de sefial;

j) Un polipéptido comprende |la secuencia de aminoécido de ia ID de
SEC. No.: 44, sin la secuenca de sefial;

k) Un polipéptido comprende la secuencia de aminoacido de la ID de
SEC. No.: 48, sin la secuencia de seftal;

) Un polipéptido comprende la secuencia de aminoécido de la ID de
SEC. No.: 52, &in la secuencia de safial;

m) Un polipéptido comprende la secuencia de aminodcido de la ID de
SEC. No.: 56, sin la secuencia de sefial; y

n) Un polipéptido comprende la secuencia de aminodcido de la ID de

SEC. No.: 80, sin la secuencia de sefial.

E! polipéptido de acuerdo con la reivindicacibn 15 comprende la

secuencia de aminoécido de la ID de SEC. No.: 32, sin la secuencia de

El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 15 comprende la
secuencia de aminoécido de la ID de SEC, No.: 28, sin la secuencia de

18. Un anticuerpo monoclonal de una porcién que se une a antigeno de este

que 8@ une especificamente a M-CSF, en donde dicho anticuerpo ©
porcién que se une a antigeno comprende uno o mas de una secuencia
de aminodcido FR1, FR2, FR3 o F4 de un anticuerpo selaccionado del
grupo que consiste de: anticuerpo 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1,
9.14.41, 8.10.3F, 9.7.2IF, 8.14 4, 8.10.3, 8.7.2, .7.2C-Ser, 8.14.4C-Ser,
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8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 8.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 0.14.4-CG2, 9.14.4-
CG4, 8.14.4-Ser, 8.7.2-Ser, 8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 Yy
8.14.4G1.

18. El anticuerpo monoclonal de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el

anticuerpo comprende:

a) Una secuencia de aminodcido de cadena pesada que es al menos 80%
idéntica a ia secuencia de aminoécido de cadena pesada del anticuerpo
monoclonal 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 8.14.41, 8.10.3F, 8.7.2IF,
0.14.4, 8.10.3, 9.7.2, 8.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2,
8.7.2-CG2, 8.7.2-CG4, 9.14.4-CG2, 0.14.4-CG4, 9.14.4-Ser, 9.7.2-Ser,
8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, B8.10.3FG1 o 95.14.4G1, sin la secuencia de
sefal;

b) Una secuencia de aminodcido de cadena ligera que es al menos B0%
idéntica a la secuencia de aminodcido de cadena ligera del anticuerpo
monoclonal 252, 88, 100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 8.14.41, 8.10.3F, 9.7.2IF,
9.14.4, 8.10.3, 8.7.2, 9.7.2C-Ser, 9.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2,
8.7.2-CG2, 9.7.2-CG4, 8.144-CG2, 9.14.4-CC4, 9.14.4-Ser, 0.7.2-Ser,
8.10.3-Ser, 8.10.3-CG4, 8.10.3FG10r8.14.4G1, sin la secuencia de
sefal; o

c) La secuencia de aminoécido de cadena pesada de (a) y la secuencia de

aminoécido de cadena ligera de (b).

20. E! anticuerpo monocional o porcién que se une a antigeno de acuerdo

con una cualquiera de las reivindicaciones 1-19, en donde la lisina C-

X
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terminal de la cadena pesada de dicho anticuerpo o la porcién que se

une a antigeno no esté presente.

21. Una composicién farmacéutica, que comprende el anticuerpo o la porcién
que se une a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 1-20 y un portador farmacéuticamente aceptable.

22. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 21 en donde el

anticuerpo es un anticuérpo anti-M-CSF monoclonal 9.14.41 0 8.10.3F.

23. Un método para tratar una condicién seleccionada del grupo que
consiste de artritis, ariritis psoridtica, espondilitia anquilosante, sindrome
de Relter, artritis reumatoide, gota, artritis traumética, artritis rubela y
sinovitis aguda y ofras condiciones aririticas, sepsis, choque séptico,
choque endotdxico, sepsls gram negativa, sindrome de choque tdxico,
enfermedad de Alzheimer, apoplejia, neurotrauma, asma, sindrome de
distensién respiratoria del adulto, malaria cerebral, enfermedad
inflamatoria pulmonar crénica, silicosis, sarcoldosis pulmonar,
enfermedad reabsorcion de hueso, osteoporosis, restenosis, lesién por
reperfusién cardiaca y renal, trombosis, glomerulonefritis, diabetes,
reaccidn de injerto vs. huésped, rechazo de aloinjerto, enfermedad
inflamatoria del Intestino, enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa,
esclerosis multiple, degeneracién de musculo, eczema, dermatitis de
contacto, psoriasis, choque por quemaduras del sol y conjuntivitis en un
sujeto, que incluye un humano, que comprende la etapa de administrar
a dicho sujeto necesitado de esta una cantidad terapéuticamente

efectiva del anticuerpo o porcién que se une a antigeno de este de
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acuerdo con una cuaiquiera de las reivindicaciones 1- 20 o la
composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 21-22, en donde dicho anticuerpo o porcién inhibe el M-

CSF.

24. El método de la reivindicacion 23 en donde la condicién es artritis

reumatoide.

25, El método de la reivindicacién 23 o 24 en donde el anticuerpo utilizado es

@ un anticuerpo monoclonal ant-M-CSF 8.10.3F 0 8.14.41.

26. Un método para tratar un tumor sdlido tal como un sarcoma, un
carcinoma, o un linfoma en un sujeto, que incluye un humano, que
comprende la etapa de administrar a dicho sujeto el anticuerpo o poreién
que 8o une a antigeno de este de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-20 o la compasicién farmacéutica de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 21-22, en donde dicho anticuerpo o

D porcién que se une a antigeno inhibe el M-CSF que se une al c-fms.

27. Una linea celular aislada que produce el anticuerpo o porcién que se une
a antigeno de esta de acuerdo con una cualqulera de las
reivindicaciones 1-20 o la cadena pesada o la cadena ligera de dicho

anticuerpo o dichas porciones que se unen a antigeno de esta.

28. La linea celular de acuerdo con la reivindicacién 27 que produce un
anticuerpo seleccionado del grupo que consiste de: anticuerpo 252, 88,

100, 3.8.3, 2.7.3, 1.120.1, 9.14.41, B.10.3F, 8.7.2IF, 9.144, 8.10.3,
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B.7.2, 9.7.2C-Ser, 8.14.4C-Ser, 8.10.3C-Ser, 8.10.3-CG2, 9.7.2-CG2,
9.7.2-CG4, 8.14.4-CG2, 8.14.4-CC4, 9.14.4-Ser, 98.7.2-Ser, 8.10.3-Ser,
8.10.3-CG4, 8.10.3FG1 y 9.14.4G1 y un antlcuerpo que tiens la misma

secuencia de aminodcido como aquellos anticuerpos anteriores.

29. La molécula de écido nucleico aislada que comprende una secuencia de
nucledtido que codifica la cadena pesada o la porcién que se une a
antigeno de asta o [a cadena ligera o una porcién que ss une a antigeno

de esta de un anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 1-20.

30. Un vector que comprende una molécula de écido nucleico de acuerdo
con la reivindicacién 29, en donde el vector opcionalmente comprende

una secuencia de control de expresién operablements ligada a dicha

molécula de acido nucleico.

31. Una céiula huésped que comprende un vector de acuerdo con la
reivindicacién 30 o la molécula de acido nucieico de acuerdo con la

reivindicacion 20.

32. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 31 que comprende
una molécula de écido nucleico que codifica la cadena pesada y una
molécula de Acido nucleico que codifica la cadena ligera de un
anticuerpo a una porcién que se une a antigeno de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 1- 20.
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33. Un método para elaborar un anticuerpo anti-M-CSF o una porcién que se
une a antigeno de este, que comprende cultivar la célula huésped de
acuerdo con la relvindicacion 32 o la linea celular de acuerdo con la
reivindicacibn 28 bajo condiciones adecuadas y recuperar dicho -

anticuerpo o porciones que se unen a antigeno.

34. Un método para elaborar un anticuerpo monoclonal humano que se une

especificamente a M-CSF, que comprende las etapas de:

a) inmunizar un animal transgénico no humano que es capaz de producir
anticuerpos humancs con M-CSF, una porcién inmunogénica de M-CSF
0 una célula de tejido que expresa M-CSF;

b) permitir que dicho animal transgénico monte una respuesta inmune a M-
CSF;y

c) aislar los linfocitos B de dicho animal transgénico



(Cambio % con respecto al preensayo

Figura 1A. Camblos de los conteos de monocitos en monos macho a los eusles se
administré anticuerpo anti-M-CSF 8.10.3
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Cambio % con respecto al presnsayo

Figura 1B. Cambios de los conteos de monocitos en
monos hembra a los cuales se administré anticuerpo
anti-M-CSF 8.10.3
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Figurs 4
rigura 4A
Linea germinal V=012, J=JK3
252 e e e e e = ». - v
German DIQMTQIPSILSASVGDRVIITC RASQSTSSYLN WYQORKPGRAPKLLIY AASS1Q8 GVPSRFSGEGSCTDITLTISSIQPEDFAYYYC QOSYSTEFT
ml coRl ™2 Cor2 m3 COR3
252 = === (zesiduos 21-127 de SEQ ID ¥O: )
Gemmen FGPGTEVDIK (5EQ ID NO: 103)
J
Figura 48
Linea gerainal V=012, J=JK3
88 P~-D~ 1~
Germsn DIQMTQSPESLIASVGDRVIITC RASQSISSYLN WYQQEPCKAPXLLIY AASSLQS GVPSRIIGSGSGTDITLTISSLOQPEDFATYYC QQAYSTPET
ml CDR1 FR2 CDR2 FR3 cord
L] mmeme-mmec (zesiduop 217127 de SEQ ID WO: V)
Germen FOPGTEVDIR (BEQ ID NO: 103)
J
Tigura 4C
Linea germinsl V=L2, J=JK3
100 —~=-e-§ -=-D
German EIVWTQSPATLSVAPGERATLAC RASQSVASNLA WYQONPGOAPRLLIY GASTRAT GIPARFAGAGSGYEFYLTISSIQSEDFAVYYC QQVMMWRFT
TR CDR1 m2 CDR2 mI COR3
100 —mwmme—--- (residucs 21-127 da SEQ ID ¥O: 12)
Germen FGPGTEVDIK (S2Q ID NO: 107)
J
Figura 4D

Linsa gexminal WVeL5, J=JX3




3.3.3 » P--G- § ~T-e-B- o
(residucs 23-130 de_82Q 1D ¥O: 16)

Garmen DIQWTQEPSAVSARVGORVIITC RASQATSSWLA WYQQRPGKAPKLLIY AABSLOS GVPSAFIGSGSGTDFILTISSIOQPEDFATYYC QOANSYFPET FGRGTRVDIKR
(9EQ ID HO: 109) ml CDR1 FR2 CDR2 FR3 coR3 J
Pigora 1E

Linea germinsl V=L5, J=JR4

2.7.3 D -a- R & T

(zesiduos 23-130 de_8EQ ID NO: 20}

Germen DIGNTQSPSSVAASVGDRVIITC AASQGISINLA MYQORPGEAFKLLYY AASSLOS GVPSRFSGSGOGTDFTLTISSIQPEDFATYYC QOANSFPLY FGGGPRVETER
(8%Q ID HO: 117)  FR1 COR1 ™ coR2 7] coRd 3

PFigura 4F
Ligea gezmioal VB3, J=JK1
1.120.1 ~e—mel-IT - s
Germen DIVNTQSPRSLAVALGERATTAC KSSQBVLYSSWMKNYLA WYQQXPGQPPKLLIY WASTHES GVPDRFSGSGI@TDFTLTISSLOAEDVAVYYC QQYYNYFWT
FR1 coRl FR2 coR2 mi CoR3
1.120.1 — - (zesiduos 21-134 de_SEQ ID WO: 24)
Garmen FGQGYEVEINR (SEQ 1D ¥O: 112)
J
Pigura 4G

Linea germingl ¥w=3-11, D=D7-27, J=JHE
252

Germen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLECAAS GFFTSDYYMS WIRQAPGRGLENVS YISSSGSTIYYADAVKG RFTISAGNARNALYLOMNSLRAEDTAVYYCAR ALCGMDV
FR1 CDOR1 m2 CDR2 m3 CDR3

252 ~=mm-re—-=~ (residucs 20-136 de_SEQ ID NO: 2)



<9/

German WGQCTTVZVASA (SEQ ID ¥O: 106)
m

Figuzra 4H
Lines germinsl ¥=3-7, D=6-13, J=JR4
88 P ---—--RAY§
Garmen EVQLVESGGGLVQPAGSIALICAAS GFYFEBYWMY WVRAQAPGXGLEWVA NINQDGSEKYYVDAVEG AFTISRONARNSLYLOMALRABOTAVYYCAR GIAAAGYFDY

R1 CHR1 FR2 CDRZ B3 CDR3
[ 1] — - (zemiduos 20-138 da SEQ ID NO: §)
Garmen WGQGTLVIVSAA (SEQ ID HO: 105)

R4

rigura 41
Linea gemninal V=3-23, D=D1-26, J=JA4
100 ™~V 20-——R-QF---
German EVQLLESGGGLVQPGGSLRLECAAS GFTFSSYAMS WVRQAPGRGLEWVS AISGHGGSTYYADSVRG RFTIBRONIKNTLYL(MWSLRAEOYAVYYCAR §§YSGSYYYFDY

FR1 com1 ™ con2 ™ cm3
100 wmmmmmm-=— (zasiduos 20-141 de EEQ ID ¥O: 10)
Germen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID WO: 104)

i

rigura 47
Linea gemminal V=3-11, D=D?-27, J=IR4
3.8.3 ) & ===
Germen QVQLVEBGGGLVEPGGSLALSCAAS GFIFEDYYMS WIRQAPGKGLEWVS YISSSGITIYYADSVRG RIFTTSRONAKNSL! ISLRAEDTAVYYCAR $LTGDY

|l CIR1 m2 CDR2 7’3 co3
3.8.3 =m=mev~=--== {zesiduos 20-135 de_SEQ ID WO: 14)

Germen WGQGTLVIVESA (SEQ ID NO: 108}



FRA
rigurs 4K
Linea germingl V=3-33, D=D1-26, J=JBA
2.7.3 by -~
Garman QVQLVESGGGVVQPGRSLRLICAAS GITFSSYGWE WVRQAPGEGLEWVA VINYDGSNKYYADSVKG RFYISRONSKNTLYLOMWILRAEDTAVYYCAR GYS§YFDY
ml CDR1 TR2 CDRZ my CDR3
2.7.3 mermmmmemm== (zesiduos 20-137 de_B3EQ ID ¥O: 189)
Garmen WGQATLYTVESA (S50 ID ¥O: 110)
R4
rigurs 4L
Linea germinal V=1-19, D=D4-23, J=JH4
1.120.1 D 2.
Geormen QVQLVQSCAEVERPGASVAVECKAS GYTFTSYGLS WYRQARGQGLEWNG WISAYMGETWYAQRIQC RVINYIDTSTSTAYMELRSLRSDOTAVYYCAR §DYCGMYFDY
FR1 CDR1 mn2 CDR2 m3 [ ]
1.120.1 semmmmoem——a (zesiduos 20~139 de SEQ ID ¥O: 22)
Gosmen FGQGYLVYVUSSA (SEQ ID NO: 111)
me .
Pigura 4% .
Linea germinal W=A27, J=JK{4
8.10.3 -

Germen EIVLIQSPGTLLAPGERATLAC RASQEVSSSYLA WYQORPGOAPRLLIY GASSRAT GIPDRFSGAGSGYDFFLTISRLEPEDFAVYYC
m coml 2 CoRZ ™

8.10.3 ———————— - (zesiduos 21-129 de SEQ XD NO: 44)

Germen QYGESFLT FEGGTRVEIKR (SEQ 1D NO: 114)
CDR3 ¥



Figura 4%
Lines germinal V=VA3-48, D=D1-26, J=JA4b
B.10.3 T B DPLIA-AYF-~~
Germen GFIPASYENN WVAQAPGRGLEWVS YISSSSSTIYYADSVEG RFYISRDMAKNSLYLOWNSLADEDTAVYYCAR $i#IVGASSrDY

|1l CDR1 R2 CDR2 I CDR3
8.10.3 mmmmee—me——-- (zeniduos 20-141 da_SEQ ID WO: 30)
Garpmen WGQGTLVIVISA (32Q ID NO: 113)

7

Figura 40
Linea germingl V=012, J=JE3
5.14.4
(zesiduos 23-130 de_SEQ ID NO: 28)
Germen DIQMTQSPSSLIASVGDRVIITC RASQUTSSYLY WYQQKPGRAPKLLIY AASSLOS GVESAFSGSGSGTDFTLTIS: ATYYC QQSYSYPFT FGPGTRVDIRR
(820 1D wWO: 103) ml COR1 m2 CoR2 m CDR3 J
Figura 4P
Lines germinal V=VH3-11, D=D7-27, J=JKib
9.14.4 PO
Germen QVQLVESGGGLVRPGGSLELSCAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGRGLEWVE YISSSGSTIYYADBVEG RAFTISRONAKNSLYLOWNSLRAEDTAVYYCAR SLTGDY

TRl CDR1 FR2 CDR2 FRI CDR3
9.14.4 ~——=mmm~-—-= (zasiduos 20-133 de_SEQ ID RO: 38)
Germen EGQGTLVTVBSA (8EQ ID KO: 116)

J

rigura 4Q
Linea germina) V=012, J=JK3
9.7.2 or B T I~ z-

m2 cor2 FRI CoR3 J

CoRl
{residuos 23-130 de SEQ ID ¥O: 48)

293




Garman DIQMYQSPSSLIASVGDRVZTTC RASQSISSYLN WYQOKPGXAPNLLIY AAASIQS GVPSRFSGSGSGYOFTLYISSLQPEDFATYYC QOAYSTPPY FGRGTEVDIER
(SEQ ID NO: 103) 1 CDR1 R2 CDR2 TR3 CDR3 J
Figura 4R
Linea germinal V=VA3-1l, D=D§-13, J=JnEb
9.7.2 ~R R~G-—-~
German QVQLVESGGGLYKPGGSLALSCAAS GFTFSDYYMS MIRQAPGEGLEWVS YIBSSGSTIYYADSVKG RFYISRONAKNSLYLQMNSLAAEDTAVYYCAS SISGNDV

TRl CDR1 m COR2 TR con3
9.7.2 ==em—m—m-a-- (zesiduos 20-136 de_ SEQ ID NO: 46)
Germen VGQGTTVIVSSA (3BQ ID ND: 115)

J

Figura 48
Lines germinal V=012, J=JK3
9.14.41 .  d

(residvos 23-130 de_SEQ ID NO: 26)

German DIQWTQSPESLIASVGDRVFITC RASQSISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY AASSIOS GVPSRPBGSGAGTDFTLYIS! DFATYYC QOSYSYPFT FGPGTEVOIKR
(sKQ ID ®O: 103) FR1 CORL FR2 Conz (1) cond F

Figura 4T
Linesa germinsl V=VE3~11, D=D7-27, J=JH4b
8.14.41 [ e
Germen QWJLVESGGGLVRPGGSLALSCAAS GFTFIDYYMS WIRQAPGNGLEWYS YISSSGSTIYYADSVKG RITISRDNAKNSLYLQWNSLRAEDTAVYYCAR $LTGDY
ml CDR1 2 CDR2 (] COR3
9.14.41 ammeemm—-me- (residnos 20-133 de_S8EQ ID wO: 26}
Germen WGQGTLVYVSEA (SEQ ID ¥O: 116)
F]
Figura 4V

Lines germinal V=A27, J=JK4



=4

8.10.3F ¥
Germen EIVLYQSPGTLSLSPGERATLEC RASQSVSSSYLA WYQQRPGOAFRLLIY GASSRAT GIPDRFSGEGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC
TR1 CoR1 m2 CDR2 mi
8.10.3F - ———— ase==———--- (residuos 21-129 de_SED ID NO: 32)
Georman QQYGBSPLT FGGGTRVEIRR (SEQ 1D WO: 114)
CDOR3 J
Pigora 4V
Ligea germinal VeVN3-48, D=D1-26, J=JR4b
8.10.3r r DPLIA-AYF---
Gormen EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFIFSSYSHS SVAGAPGMGLEWVS YISSSSSTIYYADSVEG AF7ISRDNAKNSLYLOMESLACEDTAVYYCAR $S$IVGEASFDY
m CDR1 m2 CDR2 3 CORY
8.10.3rF - ——-—-=- (xesiduos 20-141 de_SEQ ID NO: 30)
Garman WGQGTLVTVSSA (3EQ ID WO: 113)
T
Figoza 4%
Lioea germinal V=012, J=JK3
9.7.21IF I . -

Garman DIQNTOSPSSLSASVGDRVETIC RABQSISSYLN WIQUKPGRAPKLLIY AASSLQS GVPSRFSGSGSGTOFTLTISALQPEDFATYYC QQSYSTPFT FGPGTEVDIKR
(BEQ ID ¥O: 103) RI CORL ™ coR2 ¥ SYSTPED IERCTIVDINR

Figura 4X
Linea germisal V=VM3-11, D=D6-13, J=JH6éb

s.7.217
German GVQLVESGGGLVKEGGSLALSCAAS GFTYBDYYMS WIRQAPGRGLEWVS YISSSGSTIVYADSVEG RFPISRUNAKNSLYLOWNSLRAEDTAVYYCAS $IfGamv
™ CORL m coR2 3] G

R R-0---—
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8.7.21r mmemmw————~- {residuos 20-136 de SEQ ID NO: 34)
Germsn WGQGTTVIVSSA (SEQ ID WO: 115)

J
Flgura 4Y

Linea geraminal
8.7.2c-Sez -

{cesiduns 23-130 de 88 1D #0: 53]

Gormen DIGWTQSPBSLEASVGORVEITC RASQUISSYLN WYQQKPGKAPKLLIY AASSIQS GVPSAFSGSGIGTIFILTISSIQPEDFATYYC QQSYSTPT FGEGTRVDIKA
{SEQ ID NO: 103) FR1 CDR1 m2 CDR2 T3 CDR3 J

m con2 m com3 3

(SEQ ID MO:

52)

Figura 4%

Linea germinal V=VH31-11, D=D6-13, J=JR&b

9.7.2C-Ser R-G---—

Germen JVQLVESGGGLVKPGGSLRLICAAS GFTFSDYYNS WIRQAPGRGLEWVS YISSSGATIYYADSVEG RETISRORAKNSLYLOMESLRAEDTAVYYCA TGOV
TR1 CDR1 FR2 CDR2 m3 CDR3

9.7.2c-Sex ~-- -- {residuos 20-136 de SEQ ID RO: 30)

Germen NGQGTTVIVSSA (SEQ ID NO: 115)
3

Figura AAA

Linea germinal w=012, J=JK3

5.14.4C-8ex » e
(zesiduas 23-130 de BEQ ID NO: 56)

Garmen DIQWTGSPASLIASVGDRVIITC RASQSINSYLN WYQURAGRAFKLLIY AASSILQS GVPSRF DFYLYISSLQPEDFATYYC QQEYSTPYT FGPGYRVDINR
(SEQ ID RO: 103) Rl CORL 2 CoR2 ™ cond £

Figura 4BB
Linea germinal V=VR3-11, D=D7-27, J=JR4b
9.14.4C-Sex [ —
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Gormen QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAAS GFTFSDYYNS WIRQAPGROLENVS YISSSGSTIYYADSVRG RFTISROMAXNSLYIOMRSLAAEDTAVYYCAR $LZGDY
FRL COR1 2 coR2 TRI ]

9.14.4C-Bexr -~ -= (zesiduom 20-133 de_SEQ ID ¥O: 34)

Germen WGQGTLVTVESA (SEQ ID NO: 116)
F]
Figura 4CC
Linea germinal ¥=A27, J=JK4
8.10.3C-Ser
Germen EIVLTQYPGTLSLSPGENATLAC RASQSVSSSYLA WYQQRPGQAPRLLIY GASSRAT GIPURFSGBGHGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC
m com m2 CDR2 m3
Germen QOYGSSPLY YGGGYXVEINR (rasiduos 21-129 de BEQ ID ¥O: 60)
CDR3 J
8.10.3 ~~wemmmm= m=—==—nee—-- (§EQ ID HO: 114)
Figura 4DD !

Lines germival V=VH3-48, D=D1-2§, J=Judb

8.10.3C-Ser
Garmen EVQLVESGGGLVQPGASLALSCAAS GFZVESYSMN NVAQAPGAGLEWVS YISSSSSTIYYADSVEG RFTISRDMARNSLYLOMNSLAUEDTAVYYCAR $$81Veéijroy
ml CDR1 TR2 CDR2 TR3 CDR3

8.10,3C-8sx -- ~ (rasiducs 20-141 de_SEQ ID NO: 58)

Gexman WGQGTLVYVSSA (SEQ ID 8O: 113)
J
Figura 4EE
Linea germinal T=A27, J=JK4
8.10.3-CG2
Germen EIVIIQBPCTLALSPGERATLSC RASQBVBESYLA NYQOKPGQAPRLLIY GASSBA? GIPDAYSGIGSGTDFTLTISKLEPEDFAVYYC
FR1 CDR1 2 CDR2 ™




9,10.3-C62  ===~===== —-——-~----- (residucs 21-125 de BEQ ID MO: 60)
Germon QQYGARPLT FGAGTAVEIKR (SEQ ID WO: 114)
CDR3 J

Figurs 4FT¥
Linea germinal VeVH3I-48, D=D1-26, J=JHib
8.10,3-C62  ~~=====emmevmmmmmemmmmmme cmeeaPe¥ » DPLIA-ATE---

German EVQLVESGGGLVQPGGSLALECAAS GFTFSSYSMN MVAQAPGRGLEWVS YISSSSSTIVYADSVEG RFYISRONAKNSLYLQMNALROEDTAVIYCAR 3#81VGH8Jroy
TRL com. PA2 CDR2 FRI CoR3

8,10.3-C62  ~--—m—— -==—= {zesiduos 20-141 de_SEQ ID WO: 62)
Germen WGQGTLVTVEER {SEQ ID ¥O: 113)
J

com2 m coRy 3
Germen DIQWTQSPSSLEASVGDRVIITC RASQSTSSYLY WYQUNPGEAPKLLTY AASSLQS GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQREDPATYYC QQSYSTPF? FGRGTAVDIER
(SEQ ID WO: 103) ml coRl m CDR2 TA3 CDR3 - J
Figura 4HM .
Linea germinal V=VA3-11, D=D6-13, J=JHED
9.7.2-CG2 R o et
(zesiduos 20-136 de_SEQ ID ¥O: 66)
German VQLVESGGGLVKPGGSLRLECAAS GFTFSDYYMS NIRQAPGEGLEWVS YISBSGSTIYVADSVEG RETISRONARNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCA #I#GMOV
{SEQ ID WO: 115) mi coni m2 COR2 FR3 CDR3

9.7.2-CG2 —————— ——— -
Gernan wagerTVTTRSA

298
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J
Figura 4II
Linea garminal V=012, J=JK3
9.7.2-cG4 T P T

(zesiduos 23~130 da SEQ ID NO: 52)

Garmen DIQITQSPSSLAASVGORVIITC RASQSISSYLN WYQUXPGKAPELLIY AASSLQS GVPSRPSGSGBGTDFILTISSLOPEDFATYYC QQSYSTRFT FGRGTRVDIER
{820 10 BO: 103) mR1 CDR1 FR2 COR2 (] R [5 %) J

Figura 437
Linesa germinal V=VH3-11, D=D6-13, J=JREb
9.7.2-C64 PP
German QUULVESGGGLVRPGGELRLECAAS GFTFSDYYMS WIRQAPGEGLEWVS YISSSGSTIVYADSVEG RFTISROWAKNSLYLOMESLRAEDFAVYYCA $IEGHDV
mi CDR1 ™2 CDR2 m3 COR3
9.7.2-CG4 ———me——e---- (rasiduos 20-135 de_SEQ ID WO: 70)
Germen WGQGTTVIVESA (9%Q ID MO: 113)
3
rigura 4XK
Linea germinal V=012, J=JK3
9.14.4-CG2

(zesiduos 23-130 de_8EQ ID RO: 56)

Gersen DIQWTQSPSSLIASVGDRVFIZC AASGSISSYLN RYQQEPGKAPKLLIY AASSLQS GVPSRFSGSGSGYDFILTISSIQFEDFATYYC QQSYSTPYFY FGPATRVDIKR
(SEQ ID WO: 103) Rl CDR1 FR2 CDR2 m3 CDOR3 J

Figuza 4LL

Linea germinal ¥=VH3-11, D=D7-27, J=JHdb

9.14.4-CG2 P

Garman . QVQLVESGGGLVEPGGSLRLSCAAA GYYFSDYYNS WIRQAPGEGLEWVS YISSSGETIVYADSVRG RFTISRUNAKNSLYLOMESLAAEDTAVYYCAR frTenY
FR1 CDR1 FR2 CDR2 FR3 CDR3

9.14.4-C02 ----———----- (zeaidoos 20-135 de SEQ ID BO: 74)



Gexman VGQGTLVTVSSA (SEQ ID ¥O: 116)
J
Figura 4MM
Lipea germinal V=012, J=JK3
9.14.4-Ca4 g P T
{zesiduos 23-130_da_3SEQ ID HO: 56)
Gormen DIQNIQSPSSLEASVGDRVITTC RASQSISSYLN WYUQRPGKAVKLLIY AASSLQN GVPSRFSGSGSGTDIFYLTISSILOPEDFATYVC QQSYSTPYY FGPGYEVDIKR
(8EQ ID NO: 103) FR1 CDR1 R2 CDR2 FR3 CDR3 J
Figura 4NE
Linea germinal V=vR3-11, D=D7-27, J=JHib
5.14.4-CGA [ e
German QVQLVESGUGT.VKPGGSLRLSCAAS GFTFBDYYMS WIRQAPGXGLEWYS YISSSGATIYYADSVAG AFYISRDAAKNALYLOWNSLRAEDTAVYYCAR $LIGDY
TRl CDR1 ™2 CDR2 M3 CDR3

——-~- (zesiduos 20-135 de SEQ ID NO: 76)

Garmen VGQGTLVIVESEA (SEQ ID NO: 116)
J
Figuza 400
Linea germinal V=012, J=JK3
9.14. exr P--I :
{zesiduoa 23-130 de_SEQ ID WO: 28)
Gexman DIQNTQEPSILIASVGORVIITC RASQSTSSYLN WYQONPGKAPKLLIY AASSLQS GVPSRFEGBGIGTDFTLYISSLQPEDFATYYC QQSYSTPFY FGRGTEVDIER
(SEQ ID NO: 103) TRl CDR1 m CDR2 FR3 COR3 J
Figura 4PP
Linea germinal V=VN3-11, D=D7-27, J=JEdb -
9.14.4-%az P

German QUQLVESCGGLVEPGGSLRLACARS GFTFSDYYMS WIRQAPGEGLZNVS YISSSGSTIYYADSVEG RYTISADNAKNSLYLOMMSLSAEDYAVYYCAR JLTGDY

3oo




Rl CDR1 R2 CDR2 mR) CDRI

9.14.4~8ex m=m—mwesmw=-e (residucs 20-135 de SEQ ID EO: 82)
Gearmen WGQGTLVTVSSA (SEQ ID NO: 116)
3
Figura 400
Linea germinal V=012, J=JK3
9.7.2-8ax Bt i, i 3 R £ L "
..... SR W Y ooz m comy ]
{residuos 23-130 de_SEQ ID WO: 48)
German DIQWTQSPSSLAASVGORVTITC AASQSISSYLN WYQUNPGEAPXLLIY AASSLOS GVPSAFSGSGSGTDIFTLTIABLOPRDFATYYC QQSYATPF? FGPOTKVDIKR
(SEQ ID RO: 103) FR1 CDR1 R2 CDR2 FR3 COR3 [
fiqurs_ohm
Linea germinal V=VE3-11, D=D6-13, J=JAEb
85.7.2-8er O
German QVQLVESGGALVKPGGSLRLICAAS GFTFIDYYWS NIRQAPGEGLEWVE YISSSASTIYYADSVRG AFTISADNARNSLYLOWRSLAAEDTAVYYCA §18GHDY
mi CDR1 m - CDR2 3 G

9.7.2-5er ~w===s=———=-_(residuoa 20-136 de SEQ ID NO: 50)
Germen WGQGTYVIVESA (SEQ ID WO: 115)
J

‘Figua éas
Linea germinal VeA27, J=JK4
0.10.3-Ser L4

Garmen EIVLTQSPGYLSLIPGERATLSC WASQSVSSSYLA WYQQEPGOAPRLLIY GASSRAT GIFURPSGSGSGTOFTLTISKLEPEOFAVYYC
TRL COR1L (7] coRz R3
8.10.3-8ar  —-=—--m=—— ———=-——-—~ (zesiduos 21-120 de SEQ ID WO: 44)
Germen QQVGSBPLT FGEGYKVEINR (SEQ ID NO: 114)
CORY 3

TSRTVDIRRY
(SEQ} ID WO: 115).
ml... CoR1
FR2..COR2... FMR3...
[~ LB §




Figura ATT
Linea germinal VeVA3-48, D=D1-26, J=JH4b
9.10.3-Ser F--T B
Gormen EVQLVESGGCLVQPGGSLRLACAAS GFITISYSMI WVRQAPGKGLEWVE YIBSSSSTIYYADSVEG AFYISRIMAKNALYLOMNSLADEDTAVYYCAR SRSIVGESIFDY

TR1 [5F) FR2 Com2 ml [5- k]
8.10.3-8ex -——==--~e-—-~ {gfesiduos 20-141 de_SEQ ID NO: 50)
Gormen WGQCTLVYVSSA (SEQ ID NO: 113)

J

Figura 400
Linsa germinal V=A27, J=JK4
5.10.3-CG4
Germen EIVLIQSPGTLSLSPGERATLSC AASQSVASEYLA WYQQRPGOAPALLIY GASSRAT GIPDRYSGSGSGYDFTLTISALEPEDFAVYYC

L Ccorl m €DR2 m3
8.10.3-C6A  =—mm====m ———-e-—==- (residucs 21-129 de_SEQ ID NO: 60)
Germen QQYGBBPLT FGGGTXVEIKR (SEQ ID BO: 114)

CDR3 J
Figura 4vV
Linea germinal V=VH3-48, D=D1-26, J=JAdb
DPLLA-ATY-~-

8.10.3-C6d  ——mmmmmmmmermmmmem e wmmmefmeT 2

German EVQLVESGGGLVQPGGSLALSCAAS GFTFSSYSMN WVRGAPGEGLEWVS YISSSSSTIYYADSVEG RFTISROMARMSLYLQMESLADEOTAVYYCAR $8#IVCHS#rDY
1 corl ]2 CDR2 A3 CDR3

0.10.3-cG4 mmemm=meemee (zesiduos_20-141 de_S8EQ ID NO: $4)
Gormen WGQOTLVYVSSA (BEQ ID %0: 113)
J

202



Figura 4ww
Linea germinal V=012, J=JK3
9.14.461 -
(zesiduos_23-130 de_SEQ ID NO: 28)
Germen DIQNTQSPSSLIASVGDRVIITC RASQSISSYLN WYQQRPGEAPKLLIY MASSLQS GVPSRPEGBGBGIDFYLTISSLOPEDFATYYC QQBYSTPFY FGPGTEVDINR
(SEQ ID ¥O: 103) FR1 CDR1 m2 CDR2 m3 CDR3 J
Figura 4X%
Linea germinal V~VA3-11, D=D7-27, J=Judb
9.14.461 [
Germea QVQLYESGAGLVKPGGSLXLICAAS GFYFSDYYNS WIRQAPGEGLENVS YISSSGUTIYYADSVAG AFTISRIMAYNSLYLOMMSLRAEDTAVYYCAR JLTGDY
ml COR1 FR2 COR2 YR) CDR3
9.14.461 ame—m==a--=~ {residucs 20-135 de SEQ ID NO: 102)
Germen WGOGTLVTVSSA (SEQ ID WO: 116)
¥
Figura 4YY ’
Lines germinal V=A27, J=JK4
$.10.3r61 1)
Germam EIVLIQAPGTLALAPGERATLEC RASQSVSSSYLA WIQQRPGOAFALLYY GASSRAT GIPDAPSGAGSGTDITLY ISRLEPEDFAVEYC
m1 CDR1 FR2 CDOR2 m3
9.10.3r61 Smmmcaene mem—— ~e-—= (zesiduos 21-129 de_SEQ ID WO: 32)
Germen QQYGSSPLT FGGETXVEIRR (SEQ ID NO: 114)
COR3 3
Figura 438
Lines germimal V=VH3-4¢, D=D1-26, J=Jub
8.10.3rG1 T R L

Germen EVQLVESCGGLVQPGGSLALACAAS GFTFSSYSNN WVRQAPGKGLEWVS YISASSSTIYYADAVKG RFTISRUNARNALYLOMESLADEDTAVYYCAR $4§IVC#FDY
TRL COR1 2 CoR2 ™3 CDR3



| s.10.37G1

===e-------- (pesiduos 20-141 da_SEQ ID ¥O: 98)
WGQGTLVIVSSA (SEQ ID NO: 113)
J
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Applicant’s or agent's file reference FOR FURTHER toz Fonn PCT/ISA/220

ABX-PF4 PCT ACTION as well as, whers applicable, item 5 below.

International application No. International filing date (day/month/vear) | (Earlicst) Priority Date (day/monthvear)
PCT/IS04/29390 09 September 2004 (09.09.2004) 10 Soptember 2003 (10.09.2003)
Applicant

WARNER-LAMBERT COMPANY LLC.

This international search report has been prepared by this Intemational Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the Intemational Bureau,

This international search report consists of a total of sheets.
It is also accompanied by a capy of each.prior art document cited in this report.

1. Basis of the Report
a. With regard to the language, the intemationat search was carried ot on the basis oft

the intemstional application in the language in which it was filed.

D a translation of the international applicatien into , Which is the language
of a translation furnished for the purpases of intemational search (Rules 12.3(a) and 23, 1(b))

b. - With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intemational applicaticn, see Box No. 1.
Certain claims were found unsearchable (See Box No. IT)

Unity of invention is Jacking (See Box No. III)
‘With regard to the title,

the text is approved as submitted by the applicant.
D the text has been established by this Anthority to read as follows:

W

&

3. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant.

D the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority.

6.  With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No,

as suggested by the applicant.
as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure.
D as selected by this Authority, because this figure betier characterizes the invention.
b. ’2 none of the figures is to be published with the abstract.

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (April 2005}
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Box No. I Nucleofide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.b of the first sheet)

1. With regard 10 any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the intematianal application and necessary to the claimed
invention, the internationhal search was carried out on the basis of:
a.  type of material

m a sequenceo listing
D table(s) related to the sequence listing

b. format of material
on paper
<] in clectranic form
c. timo of filing/fumnishing
contained in the intematicnal application as filed
E filed together with the international application in electronic form
[:' famished sitbsequendy to this Anthority for the purposes of search
2. In addition, in the case that more than cnie version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto has been

filed or farnished, the required statements thet the information in the subsequent or additional copies is identical to that
in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additicnal comments:

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet(1)) (April 2005)
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B.

A CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
IPC(T) COTK 16/00; C12N 15/00
USCL 530/387.3, 388.1, 388.15, 388.23; 800/6

FIELDS SEARCHED

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

Minimwm documentation searched (classification system followed by classification symbols)
U.S. : 530/387.3, 388.1, 388.15, 388.23; 800/6

Documentation searched other than minimom documentation to the extent that such documents are included in the fislds searched

Electronic data base consulted during the intemational search (name of data base and, where practicable, search terms used)
Please See Continuation Sheet

especially pages 3-15 and page 2, lines 25-38)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Category * |~ Citation of document, with indication, where appropriate, of the rejevant passapes Relevant to claim No.
\_X~" | US 5,491,065 (HALENBECK et al} 13 February 1996 (13.02.1956), columns 6-7, 1
Yo 2, 34-
/
~X JP 05-095794 A (OMOTO et al) 20 April 1993 (20.04.1993), see entire document, 1-2
-— especially page 2, paragraph [0009] of the attached computer translation, ————
Y . 34
/’/
34 WO 91/10741 (ROWLAND et al) 25 July 1991 (25.07.1991), sec entire document, Y

prionty dats claaned

D Further documents are listed in the continuation of Box C. D See patent family annex.
* Special categoies of cited documents: ™ laier docuament publishad after the utemational filing date or pricrity date
and niot in confiict wath the spplication but cited to wderstend the
“A"  document defining the general state of tha act whuch it not convidered to be of principls or theory underlying the invention
perticular relevance
. A it of particular re) the claimed invenficn cmnot be
'E"  eadier spplicabon or patent published on or after ths intemational filing date ocantidered novel or comnat be sonsidered to involve an inventive step
whan the document 13 taken alone
"  docomest which may throw doubls an prionty claum(s) or which is tted to
ostablish khe publication date of erusther citabon or other special reason (as e document of particular relevarice; tha claimed invention cannot be
specified) oonsidered to invaive m inventive itep when the document is combined
with one or more other such documents, such combination be g obv i
“D"  documert refering to an oral disclosure, use, exhibition of other meamn to & person skilled in the art
“P*  docament publithed pnor to the intematicnal Gling date but lster than the & documsnt member of ths same patent Carnly

Date of the actual completion of the intemational search

14 October 2005 (14.10.2005)

Date of mﬁlinéof the intemational search report

Name and mailing address of the ISA/US

Mail Stop PCT, Attn: [SA/US
Commissioner for Patents

P.O. Box 1450

Alexandria, Virginia 223 13-145¢

Facsimile No. (703) 305-3230

Aunthonzed officer
David J. Blanchard

JAN 2006 e

Telephone No. (571) 272-160¢

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)
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o TORK ST Yoo VERICAS WRITTEN OPINION OF THE
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
(PCT Rule 434is.1)
Dste of mailing l
| (aymohiear) 06 JaN 2006
& Applicant's or agent’s file reference FOR FURTHER ACTION
See paragraph 2 below
ABX-FF4 PCT
Intemational application No. Inmternationsl filing date (daymonthyear} Priority date (day/month/year)
PCTAS04/29390 09 September 2004 (09.09.2004) 10 September 2003 (10.09.2003)

International Patent Classification (IPC) or both national claszification and IPC

IPC(Ty: CO7K 16/00; C12N 15/00 and US CL: 530/387.3, 388.1, 388.15, 388.23; B0O/6
Applicant

WARNER-LAMBERT COMPANY LLC,

. 1. This opinior contains indicalions relating to the following items:

& BoxNe. [ Basis of the opinion

BoxNo. I Priority '

BoxNo. 1l Non-establishment of opinion with regard 1o novelty, inventive step and indusu-'ial applicability
BoxNo. IV Lack of unity of inveation

BoxNo. V Reasoned statement under Rule 43bis. 1(a)(1) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

Box No. VI Certain documents cited

)

BoxNo. VII  Certain defects in the intemational application

00 XOXO

BoxNo. VIII  Certain observations on the intemational application

2. FURTHER ACTION

If a demand for intemational preliminary examination is made, this opinion will be considered fo be a written opinion of the
Internationa} Preliminary Examining Awuthority ("IPEA") except that this does not apply where the applicant chooses an
Authority other than this one to be the IPEA and the chosen JPEA has notified the International Bureau under Rule 66.1bis(b)
that written opircons of this International Searching Authority will not be so considered.

If this opinion is, as provided above, considered to be a written opinion of the IPEA, the applicant is invited to submit to the
IPEA a written reply together, where appropriate, with amendments, before the expiration of 3 months from the date of mailing
of Form PCT/ISA/220 or before the expiration of 22 months from the priority date, whichever expires later.

For further options, see Form PCT/ISA/220.

3, For further details, see notes 1o Form PCT/ISA/220.

Name and mailing address of the 1SA/ US Date of completion of this opinion | Authonzed officer I
Mait Stop PCT, Altn: ISA/US i ;
Comumissioner for Pategts 14 October 2005 (14.10.2005) David J. Blanchard, Z’ i
P.0. Box 1450 : oo
Alcxandna, Virginis 22313-1450 T R

Facsimile No. (703) 305-3230 elephone No. (571)272-1600 l
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International jeation No.
WRITTEN OPINION OF THE . -
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US04/29300

Box No. I Basis of this opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
X the international application in the language in which it was filed
D a transiation of the intsmational application into , which is the language of a translation furnished for the purposes of

intemational search (Rules 12.3(a) and 23.1(b)).

2. With regard to any nacleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international epplication and necessary to the claimed
invention, this opinion has been established on the basis of:

3.X

type of material
m a sequence listing
D table(s) related to the sequence listing

format of material
E On paper

K‘ in electronic form

time of filing/furnishing
contained in the intemational application as filed.
filed together with the international application in electronic form.

D fumished subsequently to this Authority for the purposes of search.

In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table(s) relating thereto has been filed
or furnished, the required statements that the jnformation in the subsequent or additional copies is identical to that in the
application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished,

4. Additional comments:

P
O
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International appl;
WRITTEN OPINION OF THE .E“
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT/US04/29390

Box No. I Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an invertGive step (to be non-obvious), or to be
industrially applicable have not been examined in respect of:

EI the entire international application
’x{ claims Nos. 2]1-33
because:

@ I:l the said international application, or the said claim Nos. relato to the following subject matter which does not require
an international search (specify:

g the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos, 21-33 are so unclear that no
meaningful opinion could be formed (specify:

Claims 21-33 are improper multiple dependent claims under PCT Rule 6.4(a) because a multiple dependent claim shalt not
serve as a basis for any other multiple dependeat claim.

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the description that no meaningful opinion could be
formed (specifis:

[

no international search report has been established for said claims Nos.

04

a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time limit:

D furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the Intemnational Searching Authority
in a form and manner acceptable to it.

[ ] fomish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C of

the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

D pay the required late furnishing fee for the fumnishing of a sequence listing in response to an invitation
under Rules 13ter.1(a) or (b).

[:l a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant did
not, within the prescribed time limit, furnish such tables in electronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not avajlable
to the International Searching Authority in a form and manner acceptable to it.

l:l the tables related to the nucleotide and/or amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not comply
with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions,




WRITTEN OPINION OF THE

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

-,
rfq‘n' 3\-'\'

International apnls
PCT/US04/293p0,

Box No. V Reasoned statement under Rule 43 bis. 1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or industrinl
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N)

Inventive step (IS)

Industrial applicability (LA)

Claims 320

Claims 1-2

Claims 3-20

Claims 1-2, 34

Claims 1-20, 34

Claims NONE

2. Citations and explanations:

Please See Continuation Sheet
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WRITTEN OPINION OF THE PCT/U.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Supplemental Box
In case the space in any of the preceding hoxes is not sufficient.

V. 2 Citations and Explanations:
Claim 1 lacks novelty under PCT Anticle 33(2) as being anticipated by Halenbeck et al (US Patent 5,491,065, issued 2/13/1996).

Claim ! is drawn to a human monoclonal entibody or antigen-binding fragment thereof thnt specifically binds to M-CSF.

Halenbeck ct al teach human monoclonal antibodies (¢.g., produced by human hybridomas) that specifically bind M-CSF (sce columns
6-7).

Claims 1-2 lack novelty under PCT Article 33(2) as being anticipated by Omoto et al (JP 05095794 A, published 4/20/1993, computer N
translation attached).

Claim 2 recites wherein the human monoclonal antibody possesses at lenst one of the recned propettics including binding human M-CSF
in the presence of human c-fms.

Omoto ct gl teach a buman M-CSF monocional amibody that specifically binds human M-CSF and as a property is isherent 1o a product,
the human M-CSF monoclonal antibody taught by Omoto et al would necessarily bind human M-CSF in the presence of ¢-fms (the M-
CSF receptor) because if human M-CSF is present the human monoclonal antibody would bind (see page 2, paragraph [0009] and claims
of attached computer translation).

Claim 34 lacks an inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over Halenbeck et al or Omoto et al in view of Rowland etal
(WO 91/10741, published 7/25/1991).

Claim 34 is drawn to 8 method of making a human monoclonal antibody that specificafly binds to M-CSF comprising immunizing a non-
transgenic animal that is capable of producing human antibodies with M-CSF, allawing the transgenic animal to mount an immune
response to M-CSF and isolating B lymphocytes from said transgenic animal,

Halenbeck ¢t al and Omoto et al teach human monoclonal antibodies that specifically bind M-CSF. Halenbeck et al or Omoto et al do
not teach a method for producing human monoclonal antibodies that specifically bind human M-CSF comprising immunizing a non-
human transgenic animal that is capable of producing human antibodies with human M-CSF. This deficicacy is made up for in the
teachings of Rowland ¢t al.

Raowland et al teach a method for producing human monoclonal antibodies that specifically bind to a human antigen comprising

7~
WD

>

immunizing a non-human transgenic animal that js capable of producing human antibodics with the Imman nnugcn allowing the
l:rmsgcmca:mna.!tomow:tanunmuneres totlwhumana.nnenandlsolau g B byr 3 geni

* Form PCT/ISA/ZST (Supplemc.nta.l Bax) (April 2005)
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Supplemental Box
In case the space in any of the preceding boxes is not sufficlent.

IgM and according to Rowland it is particularly difficult to generate an human antibody respase agpinst a human protein (see page 2,
lines 25-38).

One of ordinary skill in the art would have been motivated and had a reasonable expectation of success at the time the invention was
made to have produced a method of making human monoclonal antibodies that specifically bind to human M-CSF comprising
immunizing a non-hurmen transgenic animal that is capable of producing human antibodies with M-CSF, allowing the non-human
transgenic animal to mount an immune response to human M-CSF and isolating B lymphocytes from said non-human transgenic animal
in view of Halenbeck et al or Omoto et al and Rowland et al because Halenbeck et af and Omoto et al teach heuman monoclopal
antibodies that specifically bind M-CSF and Rowland et al teach a method for producing hwman monoclonal antibodies that specifically
bind to a human antigen comprising immunizing & non-human transgeaic animal that is cepable of producing human antibodies with the
humman antigen, allowing the non-human transgenic animal to mount an immune response to the human antigen and isolating B
lymphocytes from said non-human transgenic animal, particularly for hybridoma production. The motivation to make the above
modification is made explicit by Rowiland ¢t al, who states that human antibody responses against 8 human protein are difficult to
generate and the use of luman peripheral blood lymphocytes for the production of monoclonal antibodies have not been particularly
successful. Thus, it would have been prima facie obvious to one of ordinary skill in the art st the time the invention wag made to have
immunized a non-human transgenic animal with human M-CSF and isolated the B lymphocytes from said non-human fransgenic animal
for the production of human monoclonal antibodies having specificity for human M-CSF in view of Halenbeck ct al or Omoto ct al and
Rowland et al. :

Claims 3-20 meet the criteria set out in PCT Article 33(2)+(3), because the prior art does not teach or fairly suggest the monoclonal
antibodies that specifically bind M-CSF and comprise the recited heavy and fight chain sequences and affinities.

Claims 1-20 and 34 meet the criteria set out in PCT Article 33(4), and thus have industrial applicability because the subject matter
claimed can be made or used in industry.
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NOTES TO FORM PCT/15A/220 (continued)

The lenter must insica'e the differences berween the tlauns as filed and the claims as amended. | must, in
particular, indicate. 1n counection with each claim appeanng i the intemational application (i1 being mndersiood
that identical indications concermng several claims mav be grouped). whether

(i} the claim 1s unchanged.

{ii} the claim 15 caicelled;

finj the claim s aew:

uv) the claim replaces one or more claims as filed;

(v) the clum is the result of the division of a claim as filed.

The following examples illustrate the manner in which amendments must be explained in the accompanying

fetter:
Ilr xy

I [Where onginally there were 48 claims and afier amendment of some claims there are 51]:
“Claims | 10 29, 1), 32, 34, 15, 37 1o 48 replaced by amended claims bearing 1the same numbers;

claims 30. 33 =nd 36 unchanged. new claims 49 (o 51 added ~
> [Where onginzlly there were |5 claims and afier amendment of all ctaims 1here are 11
“Claims | 10 13 replaced by amended claims | ta 1]~
3 [Where onginally there were 14 clams and the amendments consist in canceling some claims and

adding new claims}:
“Claims | to 6 and 14 unchanged, claims 7 10 13 cancelled, new claims 15, 16 and 17 added.” o1

“Claims 7 10 | 3 cancelled: new claims 15, 16 and 17 added; alf other claims unchanged.™

3 [Where vanous kinds of amendments are made]:
“Clanns 1-10 unchanged; clayms 11 1o 3. 18 and |9 cancelled, claims 14, 15 and {6 replaced by amended
claim 14 clain |7 subdivided into amended claims 13, 16 and 17, new claims 20 and 21 added.”

~Statemeni uader Article 19(1}" (Rule 46.4)

‘ . The amendments cay be accompanied by 3 sfatement explaaning the amendments and indicating any impact
that such amendments might have on the description and the drawings (which cannot be amended undec
Article 19(1)}

The stalement will be published with the international application and the amended claims.
It must be io the kanguage in which the international application is to be published,
' It must be bnef, not exceeding 500 words 1f in English or if sranslated into English.

It should not be confused with and does not replace the lerzer indicating the differences berween the claims
s filed and as amended. [t must be filed on a separaie sheet and must be identified as such by 2 heading,
, preferably by usimg the words “Statement under Arucle 1%(§)."

It may not contai any disparaging comments on the wnfemanonal search report or the relevance of citations
sonitained m that report  Reference fo cuatons, relevani io 2 given claim. contaned in the international search
teport may b2 made only in connection with an amendment of that claim

Consequence if 2 demand for international preliminary examination bas already been filed

Il at the time of filing any amendments and any accompanying statemcnt, under Articte 19, a2 demand for
sternauional preh-ninary examnanon has already been subrutted. the applicant must preferably, at the time of
filing the amend=ents {and any statement) with the Iniernational Bureau, also file with the International
Preliminary Examining Authonty a copy of such amendmeats {and of any statement) and, where required, a
translation of such amendments for the procedure before that Authonty ({see Rules 55.3(a) and 622, first
sentence). For ferther information. see the Notes ta the demand form ( PCT/IPEA/40)).

Consequence with regard 1o translation of the international application for entry into the national phase

The apphicant's anennon 15 drawn to the fact that, upon extry into the national phase, a transiauon of the
claims as amended under Araicle |9 may have 1o be fumished ta the designatedfelecied Offices, instead of, or

' additton 0. the translabion of the claims as fled
For further detar’s on the requirements of each designated elected Office. see the PCT Applicani's Guide,

Volume IL

“otes to Form P T 154,220 1oe. ond sheet) Uuly 1998 roon: Apad 2l

MO

S e

o = -

L ™

ST e -

TIPS 1 —mawra
' -

i T

L

Dy e S mepe s

L IR g, - —

o

-
Rlaath o




Y T—

e e -

o

U

S

PR, S SO

SR A

CRLLPYCLE

i

Py

NOTESTOFORMPCTAS /220

These Notes are intended (0 give the basic insiructions concerming the liling of amendments under Article 19, The
Motes are bastd on the requirements of the Patent Cooperaton Treaty. the Regulations and the Administrative
Instrucuions undes that Treaty o case of discrepancy berween thes: Notes and those requirements. the latter are
applicable  For more detailed tnformavon see also the PCT dpplicant s Gende, 2 publication of WIPQ.

In these Notes. “Arucle.” “Rule™ and “Section™ refer to the provisions of the PCT. the PCT Regulauons and the PCT
Admimstranv: Instructions. respechvely

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has. afier having received the intermatiunal search report, one opportuniry o amend the claimns of the
internaucnal apphcaton It shoulé however be emphasized that. since il parnts of the temational application {claims.
descnpiion and drawings) may be amended dunng the imemanonal prefiminary examinanion procedure, there 15 usually
no need to file ; mendments of the claims under Article 19 except where - g the applicant wants the latter Lo be published
for the purposes of provisional prolecuon or has another reason for ame~aing the claims before internationat publication

Furthermore. 11 should be emphasized thai provisiopal proicctsion 1 av: able in some Siates only

What parts ol ;he international application may be amended ?
Under Article 19. only the claims mas be amended
Durwng the intemnational phase. the claims may al:o be amenced tor further amended) under Article 34 befare

the Internauenal Preliminary Lxammmg Awthonty  The dz.cnption and drawings may only be amended
under Article 34 before the Intemational Prehminary Examining Authoriry

Upon cntry into the national phase, all parts of the intematior 41 apphcation may be amended under Anicle 28
or, where applicable, Articic 4t

Wit un 2 months from the date of rransmittal of the internauonal search repon or 16 months from the prionty
date, whichever ime limit expares {ater It should be noted, rowever, tha the amendments will be considered
as kaving been received on time if they are received by the Intemational Bureau afier the expiration of the
apphicable nme limt bur before the complevon of the tecimical preparattons for itemational publication

(Rule 46 1j.

When 7

Where not to L.le the amendments *
The amcndmenis may only be filed wih the Inicmanonal Burcau and aot with the receiving Office or the
interpational Scarching Authorn® Rule 46 2)

Where o demand for intemanonal preliminary examinanon has been/is filed. see below

How ~1ther by cancelling onr vr more entire claime * -dding ane o more new claims or by amending the text of

ane o more of the claim- s filed
A replacement sheet must be submutted for eacn sheet ol the laims which, on account of an amendment or
imandments. differs from ihe sheer onginally filed

All the claims appeanng on a replacemem sheet musi be numbered 1n Arabic numerals Where 3 claim 1s
can ‘elled. no renumbering of the other claims 1s required  In 21l cases where claims are renumbered, they must

be renumbered consecutively (Admimistratve [nstructions. Section 205(by :

The amendments must be made in the language in which the iniernational application is to be published.

What decumeats must/may accompany the amendments ?

Letter (Section 205(b)):

The amendments must be svbmined with 3 letter

The lenter will not be published with the intemational application and the amended clarms. It should not be
confused with the “Stalement under Arucic 19(1)" sec below under “Statement under Article 18{1)").

The letter must be in English or French, at the choice ol the applicant. However, if the language of the
international application is English, the letter must be 10 English; if the language of the international
anlicatiun is French, the letfer must be in French.
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SUPERINTENDENCTIA-

Dalogatura de Propledad Industl:lal
Dlvlslén de Nuevas Creaclones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL
TRAMITE

Yo :

. ) USUARIO RADIGADOR
PATENTE DE INVENCION )4 MODELODEUTILIDAD () { ) ()
<ndlcacién da que se sclicita la concasién de una patents. {) - A

-Datos de Identificacién del solicitants o de la persona que se
presonta la solicifud.

-Doacripcién de la Invenclén,

-leh]oo do ser sstos pertinentss.

~Comprobante de Pago de las tasas establecides.

v
)
s

COMPLETA () INCOMPLETA ( ) _ () ()

DISERO INDUSTRIAL  { )

-Indicacién de que e sollcita & regletro de Disafio Industriel. . { ) {y
<Datos ds ldentificacién del soliciiante o de ia persona que se

preaenta la sollciud. ' () ()

<Representacién grifica y hlngrlﬂu del Disefla Industrial o mum

do! Material que Incorpora el dissfio. ' { ) ( )

-Comprobante de Pago de lag tases establecldas. ( ) ()

COMPLETA ( ) IHGOMPLETA (}- () ° ( )

ESQUEMA DE TRAZADO" ( )

<Indlcaclén de que se wollclta ol uglﬂro de Disafio Indietrial, _ ( ) ()
~Datos de ldantificacin del solicitants o de la persont que se
presenta la solicitud, ) ()
~Representacién-grifica del Eaquema Trazado. } t )
<Comprobants de Pago de ias tases establecidas. () ()

. 4
COMPLETA ( ) INCOMPLETA ( ) ( ) ( )
Firma Responaable:

Fecha: &V

)




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI

::g:ti., . 3\(‘

Doctor(a)
FERRERO EMILIO

REFERENCIA Radicacién No. 06 34496
Solicitud internacional US82004/029390
Fecha inicio fase nacional 10/04/2006

Trémite 11
Evento 378
Actuacidn 430
Oficio No. I I 8 42 Q

Como resultado del examen de forma, realizado con fundsmento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisisn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
CooperaciSn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
fnica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le commica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesiém del
derecho a la patenta del inventor a los solicitantes o a gus causantes. {(Art. 26-k)
Declieiln 486.

2. La solicitud no contiens sl poder debldamente otorgado por la sociedad ABGENIX,
INC.; con 8l lleno de los requisitos exigidos por los articulos 63 y subsigulentes
del Cb8digo de Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberf presentar el documento
que acredita la existencia y representacifn legal de la sociedad solicitanta.

En cumplimjento de 1lo dispusste por el articulo 39 de la Dacisifn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses aiguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente snunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
conglderari abandonada y perdsrd su prelacisn. }

Notifiquese el presente oficio conforms a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo to del titulo primero de la Circular Unica No.l10 de 2001.

Bl antu-ig’: B mrimiento fue notificado por fljacién en 1lista de
fecha ‘ROl
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