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Fase Nacional PCT para "ANTICUERPOS CONTRA LA TWEAK

HUMANA".-Clase CO7K 16/24.-Expediente numero 13-037.909.

1. Me refiero al auto dictado por ese Despacho notificado por fijacion en lista de
noviembre 19 de 2014.

2. Con el fin de responder las objeciones expuestas por el Sefior Examinador en su
Concepto Técnico correspondiente al Oficio No. 14271, en relacion con el Titulo de la
solicitud, las Excepciones a la patentabilidad, la Claridad del capitulo reivindicatorio y
del Capitulo Descriptivo, la Unidad de Invencién y el Nivel Inventivo de la presente
solicitud, me permito dirigir su atencion a las siguientes modificaciones y argumentos
técnicos por medio de los cuales no sélo se superan completamente dichas
objeciones sino que ademds se establece de manera incontrovertible la
patentabilidad de la solicitud en estudio.

3. TiTULO DE LA SOLICITUD

Inicialmente, en conexion con el titulo de la solicitud, el Sefior Examinador

sefiala que éste contiene materia no patentable al hacer mencién de la frase “usos de
los mismos”.

Tomando en consideracién esta objecién, me permito manifestar que es deseo
del solicitante modificar el titulo de la solicitud, por lo tanto este ahora se lee como
sigue:

"ANTICUERPOS CONTRA LA TWEAK HUMANA",
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Sobre este particular me permito resaltar que este nuevo titulo refleja el objeto
de la presente invencion, por lo tanto supera completamente la objecién'presentada

por el Sefior Examinador a este respecto.

4. CAPITULO REIVINDICATORIO.

4.1. MODIFICACIONES AL CAPiTULO REIVINDICATORIO.
Por otro lado, me permito manifestar que es deseo del solicitante presentar un
capitulo reivindicatorio modificado, que remplaza al actualmente presentado,

esto con el fin de superar las objeciones presentadas como parte del concepto

técnico realizado por ese Despacho.

En conexion con el mencionado capitulo reivindicatorio modificado me
permito resaltar que este no se constituye de ninguna manera en una ampliacién al
alcance de la invencidn, tal como fue originalmente presentada, toda vez que dicho
capitulo fue significativamente restringido y define de forma clara y concisa los
anticuerpos que se unen especificamente a la TWEAK humana, los cuales
comprenden las 6 CDRs definidas en la nueva reivindicacién 2, asi como las variantes
quimérica, humanizada o reducida del epitope de las células T de tales anticuerpos
(nueva reivindicacién 1), los cuales estan plenamente soportados en la descripcion,

tales modificaciones se exponen a continuacion:

° Nueva Reivindicacién 1. Presenta sustento en la reivindicacién 2
actualmente presentada. Estd reivindicacion esta dirigida a reclamar una
variante quimérica, humanizada o reducida del epitope de las células T de
un anticuerpo que contiene un dominio variable de cadena ligera de SEQ

ID NO: 17 y un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 21.

Ademés se han remplazado los términos “cadena larga y corta” por

“cadena pesada vy ligera”.

Nuevas Reivindicaciones 2 a 4. Corresponden respectivamente a las
reivindicaciones 6 a 8 actualmente presentadas, sin embargo se han
remplazado los términos “cadena larga y corta” por “cadena pesada y
ligera” y ademas su dependencia ha sido adaptada a la nueva

numeracion.
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o Nueva Reivindicacién 5. Presenta sustento en la reivindicacién 9

actualmente presentada. Estd reivindicacién ahora se ha restringido a las
combinaciones de una secuencia variable de cadena ligera/ secuencia
variable de cadena pesada elegida entre el grupo formado por las SEQ ID
NO: 17/SEQ ID NO: 21, 25/37, 26/38, 27/39, 28/40, 29/41, 30/42,
31/43, 32/44; 33/45, 34/46, 35/47, 36/48.

° Nueva Reivindicacién 6. Corresponde a la reivindicacion 11

actualmente presentada, sin embargo ahora se ha modificado de manera
que la composicion farmacéutica reclamada comprende un anticuerpo de
la invencién en un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Soporte en la
pagina 10, lineas 16 a 18, y en la pagina 21, lineas 12 a 17 de la

descripcion.

° Nuevas Reivindicaciones 7 a 10. Corresponden respectivamente a las

reivindicaciones 14 a 17 actualmente presentadas y su dependencia ha

sido adaptada a la nueva numeracién.

Las reivindicaciones 1, 3 a 5, 10, 12 y 13 han sido eliminadas del capitulo

reivindicatorio.

De esta forma, el capitulo reivindicatorio modificado estd constituido por
10 reivindicaciones que se refieren de manera especifica, clara y concisa a las
caracteristicas técnicas esenciales de los anticuerpos que son objeto de la presente

solicitud, de acuerdo con las ensefianzas de la descripcion.

4.2. CLARIDAD DEL CAPiTULO REIVINDICATORIO.

Ahora bien, con respecto a la claridad del capitulo reivindicatorio, el sefior

Examinador afirma lo siguiente:

1. "La reivindicacién 1 se refiere a un anticuerpo definido solamente por un
CDR de cadena pesada, lo cual no permite tener certeza de la estructura
completa del anticuerpo. Se sugiere indicar la secuencia aminodcida de las
regiones variables de la cadena liviana y pesada 6 las secuencias de los 6CDRs

de las cadenas pesada y ligera.”
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Al respecto, me permito indicar que la objetada reivindicacion 1 ya no hace

parte del capitulo reivindicatorio modificado que se adjunta con el presente
memorial.

2. “Las reivindicaciones 2, 7 a 10, definen un anticuerpo a partir de cadenas
variables “largas y cortas” terminologia que no es conocida en el estado de la
técnica, también mencionan un sin numero de combinaciones entre secuencias
de regiones variables de la cadena pesada y ligera del anticuerpo y ademas no
tienen sustento en el capitulo descriptivo. Se sugiere reemplazar los términos
“largas y cortas” por “cadena liviana y cadena pesada”, definir el anticuerpo a
partir de su estructura completa indicando la secuencia aminoacida de las
regiones variables de la cadena ligera y pesada 6 las secuencias de los 6 CDRs

de las cadenas pesada y ligera del anticuerpo que tienen sustento en la

descripcion.”

Tomando en cuenta la sugerencia del sefior Examinador, en primer lugar cabe
sefialar que a lo largo del capitulo reivindicatorio modificado se han remplazado los

términos “cadena larga y corta” por “cadena pesada y ligera”.

En segundo lugar, es importante resaltar que la objetada reivindicacion 2
(nueva reivindicacién 1) se restringié considerablemente a una variante quimeérica,
humanizada o reducida del epitope de las células T de un anticuerpo que contiene un
dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 17 y un dominio variable de cadena

pesada de SEQ ID NO: 21, lo cual encuentra pleno sustento dentro de la descripcion.

Ahora bien, frente a la sugerencia del sefior Examinador acerca de: “definir el
anticuerpo a partir de su estructura completa indicando la secuencia aminoacida de
las regiones variables de la cadena ligera y pesada 6 las secuencias de los 6 CDRs de
las cadenas pesada y ligera del anticuerpo que tienen sustento en la descripcién”, me
permito indicar que tal sugerencia ha sido tenida en cuenta, de manera que el
capitulo reivindicatorio modificado ha sido considerablemente restringido a los
anticuerpos que se unen especificamente a la TWEAK humana, que estan definidos a
partir de las secuencias de aminoacidos para sus 6 CDRs (nueva reivindicacién 2), asi
como a las variantes quimérica, humanizada o reducida del epitope de las células T

de tales anticuerpos (nueva reivindicacién 1).



JOSE LLOREDA CAMACHO & CO.

Calle 72 No. 5-83 Piso 5, Bogotd, D.C.  Tel 6069700 Fax 6069701

Asimismo, y respecto a las combinaciones de dominios variables de cadena
ligera y pesada que se reclaman en las objetadas reivindicaciones 7 a 9 (nuevas
reivindicaciones 3 a 5), muy amablemente me permito resaltar que, contrario a lo
que considera el sefior Examinador, tales combinaciones en efecto, presentan pleno
sustento en el capitulo descriptivo, mas especificamente en el cuadro de la pagina 5,
en donde se evidencian que las combinaciones de las diferentes secuencias de
dominios variables de cadena pesada y ligera que se reclaman en las reivindicaciones
7 a 9 (nuevas reivindicaciones 3 a 5) forman los anticuerpos particulares numerados
como los Anticuerpos N° 27 a 34, asi como en la Tabla 6b, en donde se evidencian
los resultados respecto al bloqueo de la interaccién de la TWEAKhumana/murina con
su receptor Fn14 humano/murino y los resultados relacionados con la inhibicidén de la

secrecidén de la IL-8, producidos con los anticuerpos N° 27 a 34.

Finalmente, respecto a la reivindicacion 10, cabe resaltar que ésta ha sido

eliminada del capitulo reivindicatorio modificado.

En consecuencia, solicito amablemente a ese Despacho sea retirada la anterior

objecion sobre el capitulo reivindicatorio.

3. "La reivindicacion 11 menciona una composicién farmacéutica y estd
definida unicamente por el anticuerpo que contiene. Se sugiere definirla

indicando los ingredientes que contiene y la proporcion de los mismos. ”.

Al respecto, me permito indicar que la reivindicacién 11 (nueva reivindicacién 6)
se ha modificado de manera que la composicién farmacéutica reclamada comprende

un anticuerpo de la invencidn en un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Asi, me permito destacar que la manera en que se encuentra redactada la
nueva reivindicacién 6 permite que ésta sea completamente clara para el experto en
la materia, mds aun teniendo en cuenta que el objeto principal de la presente

solicitud lo constituyen los anticuerpos reclamados.

En este sentido, me permito ademas sefialar que respecto a las composiciones
farmacéuticas, la Guia para Examen de Solicitudes de Patente de Invencién y Modelo

de Utilidad, en su numeral 2.7.3, menciona lo siguiente:
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"Si el objeto de la solicitud es un nuevo compuesto, el solicitante tiene
derecho a reivindicar las composiciones farmacéuticas caracterizadas por
contener ese nuevo compuesto, pero no esta obligado a utilizar ejemplos de
como disefiar y preparar composiciones concretas que contengan el nuevo
compuesto porque “la solucion aportada por la invencién”, es decir el objeto
de la invencion, es “el nuevo compuesto” y la persona del oficio normalmente
versada en la materia estd en capacidad de disefiar y preparar composiciones
concretas que contengan el nuevo compuesto, con la informacién divulgada en la

solicitud y con sus conocimientos generales.” (resaltado fuera de texto).

En consecuencia, es claro que no es relevante definir la composicion de la
nueva reivindicacion 6 mediante cada uno de sus ingredientes y su proporcion, ya
que claramente la solucién aportada por la invencién o el objeto de la invencion lo
constituyen los anticuerpos que se reclaman, los cuales como se demostrard mas

adelante son nuevos e inventivos.

4. “La reivindicacion 14 menciona un acido nucleico definido por codificar un
anticuerpo, lo cual no corresponde a una caracteristica técnica esencial que /o
defina. Se sugiere definirlo indicando la secuencia nucledtida que contiene e

indicar el numero de la misma (SEQ ID NO)”.

Considerando lo anterior, muy respetuosamente me permito manifestar que si
bien las secuencias de &acido nucleico no se proporcionan en la reivindicacién 14

(nueva reivindicacién 7), este hecho no le resta claridad a la reivindicacion.

Es de resaltar que la reivindicacién 14 (nueva reivindicacion 7) menciona
claramente que el acido nucleico al que hace referencia es aquel que codifica un
anticuerpo segun las nuevas reivindicaciones 1 a 5. En este sentido y dado que las
secuencias de aminodcidos que conforman los anticuerpos reclamados en las nuevas
reivindicaciones 1 a 5 se encuentran claramente establecidas, la persona versada en
la materia puede conocer sin mayor esfuerzo las secuencias de acidos nucleicos
correspondientes, ya que los tripletes de nucleétidos o codones que especifican cada

aminoacido durante la sintesis de proteinas son de amplio conocimiento en la técnica.

En consecuencia, es evidente que la reivindicacion 14 (Nueva reivindicacion 7)
es completamente clara, por lo que solicito amablemente a ese Despacho sea

retirada dicha objecién.
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5. "La reivindicacion 15 menciona vectores de expresion, definidos
unicamente por contener un &acido nucleico, lo cual no corresponde a una
caracteristica técnica esencial que lo defina. Se sugiere indicar la secuencia
recombinante del &cido nucleico que contiene indicando el numero de la

misma.”,

Respecto a lo anterior, respetuosamente me permito destacar que los vectores
descritos en la reivindicacién 15 (nueva reivindicacion 8) son vectores de expresion
bien conocidos en la técnica, sin embargo la caracteristica distintiva de dichos
vectores consiste en que se encuentran definidos a partir del acido nucleico que

comprenden, el cual codifica un anticuerpo segln la presente invencion.

Los vectores reclamados en la nueva reivindicacion 8 son capaces de expresar
dicho acido nucleico en una célula hospedante procariota o eucariota y células
hospedantes que contienen tales vectores para la producciéon recombinante de los
anticuerpos aqui reclamados. Por lo anterior es claro que tal y como se encuentra
redactada la reivindicaciéon 15 (nueva reivindicacion 8) es suficientemente clara y

puede ser reproducida por una persona versada en la materia.

6. ‘“La reivindicacion 16 menciona una célula hospedante, se sugiere definir

el tipo de célula.”

En este sentido, amablemente deseo destacar que la célula hospedante de la
reivindicacién 16 (nueva reivindicacion 9) se encuentra claramente definida, dado
que la persona versada en la materia a partir de su conocimiento general y mas aun
a partir de las divulgaciones de la presente solicitud comprenderia que la expresion
de los anticuerpos que aqui se reclaman se realiza en células hospedantes
procariotas o eucariotas apropiadas, por ejemplo en células CHO, células NSO, células
SP2/0, células HEK293, células COS, levadura o células de E. coli, asi se recupera el

anticuerpo de tales células, ya sea del liquido sobrenadante o después de la lisis

celular.

Ahora bien, debe tenerse presente que la caracteristica distintiva de dichas
células hospedantes consiste en que éstas comprenden un vector de la nueva
reivindicacién 8, razon por la cual finalmente es posible que con tales células se
puedan obtener los anticuerpos de la presente invencion. Por lo tanto, la nueva
reivindicacion 9 es suficientemente clara y puede ser reproducida por una persona
versada en la materia, mas aun cuando se lee a la luz de las ensefianzas de la

descripcion y del conocimiento general de la persona versada en la materia.
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7. "La reivindicacion 17 menciona un método pero este no se define
mediante caracteristicas como alguna etapa en que debiera realizarse, como lo
es las etapas para producir un anticuerpo, solamente se estd definiendo por el
resultado que se pretende alcanzar y es la produccién del anticuerpo Se

sugiere, entonces, definir la invencién por sus caracteristicas esenciales,

estructurales o funcionales.”

A este respecto, cabe mencionar que la reivindicacién 17 (nueva reivindicacién
10) se ha modificado con el fin de aclarar que el método reclamado, incluye
diferentes pasos, es decir los pasos de expresion del acido nucleico en una célula
hospedante y la posterior recuperacién del anticuerpo (a y b respectivamente). Dado
que los métodos para la produccion de proteinas son bien conocidos para la persona
versada en la materia, es evidente que la nueva reivindicacién 10 es clara por si

misma.

En vista de todo lo discutido anteriormente, resulta evidente que el capitulo
reivindicatorio modificado supera completamente las objeciones presentadas por el
Sefior Examinador y se enmarca completamente dentro de lo preceptuado en el

Articulo 30 de la Decisién Andina 486 de 2000,
4.3 EXCEPCION A LA PATENTABILIDAD.

Ademas, el Sefior Examinador indica que el objeto de las reivindicaciones 12 y
13 actualmente presentadas no seria patentable dado que se estaria haciendo

referencia a métodos de tratamiento.

Sobre este particular me permito sefialar que, las reivindicaciones 12 a 13 se
han eliminado del capitulo reivindicatorio modificado, y por lo tanto dicho capitulo

reivindicatorio no esta de ninguna manera dirigido a materia no patentable.

Por lo tanto me permito sefialar que el mencionado capitulo reivindicatorio
modificado se ajusta completamente a los requerimientos del Articulo 20 de la
Decisién Andina 486 de 2000.

5. CAPiTULO DESCRIPTIVO.
> Primeramente, es importante resaltar que en concordancia con el

remplazo de los términos “cadena larga y corta” por “pesada y ligera” en el capitulo

reivindicatorio, estos también se han remplazado a lo largo de la descripcién, hecho
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que evidentemente corresponde a un error de traduccion y que se corrige tomando

en cuenta la posicion del sefior Examinador al respecto.

» Ahora bien, el sefior Examinador sefiala que la descripcién no divulga la
invencién de manera suficientemente completa para que la persona del oficio
normalmente versada en la materia pueda ejecutarla o reproducirla porque, en su
opinidn, se divulgan de manera general las muitiples combinaciones de secuencias de
aminoacidos de los anticuerpos reivindicados. Ademas, el sefior Examinador resalta
que el hecho de definirlos por “301”, “304", 305", no sugiere que corresponda a

todos los anticuerpos reivindicados.

Al respecto, me permito afirmar que contrario a los sefialamientos del sefior
Examinador, la materia reclamada en la presente invencién se encuentra
suficientemente divulgada a lo largo del capitulo descriptivo, mas aun teniendo en

cuenta el capitulo reivindicatorio modificado que se anexa al presente memorial.

En este sentido, cabe resaltar que como consecuencia de las modificaciones
realizadas sobre el capitulo reivindicatorio, éste ahora se encuentra
considerablemente restringido a los anticuerpos de union a TWEAK humana, en los
que sus 6 CDRs corresponden a las SEQ ID Nos 22, 23, 24, 18, 19 y 20, asi como a
las variantes quimérica, humanizada o reducida del epitope de las células T de tales

anticuerpos.

De hecho, los anticuerpos reclamados en el capitulo reivindicatorio modificado
corresponden al anticuerpo 305 o a sus variantes quimérica, humanizada o reducida
del epitope de las células T. Las secuencias de aminodcidos correspondientes al
anticuerpo 305 (y sus variantes) se encuentran claramente enseiadas en la Tabla 3
de la pagina 24 de la descripcion, y detalladas en el listado de secuencias

correspondiente a la presente solicitud de patente.

Por lo tanto, los anticuerpos reclamados estan definidos, ya sea por:

i) sus seis CDRs;

i) su dominio variable de cadena pesada (VH) y su dominio variable de
cadena ligera (VL); o

i)  por ser una variante quimérica, humanizada o reducida del epitope de las
células T de un anticuerpo que estd definido especificamente ya sea por sus seis

CDRs o por la combinacién de sus secuencias de aminoacidos para VH y VL.
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Cabe resaltar que las combinaciones de dominios variables de cadena ligera y
pesada de las nuevas reivindicaciones 3 a 5, ademas cuentan con pleno sustento en
el cuadro de la pégina 5, en donde se evidencia que tales combinaciones forman los
anticuerpos partitulares nombrados como Anticuerpos N° 27 a 34. Igualmente, las
tablas 5a, 5b y 6a muestran ensayos realizados con el anticuerpo 305 quimérico y a
través de la Tabla 6b, es posible evidenciar los resultados obtenidos respecto al
bloqueo de la interacciéon de la TWEAKhumana/murina con su receptor Fni4
humano/murino, asi como los resultados relacionados con la inhibicibn de Ia

secrecién de la IL-8, producidos con los anticuerpos N° 27 a 34 (los cuales son
variantes humanizadas del anticuerpo 305).

Finalmente, con referencia a la objecién realizada por el seflor Examinador
respecto a la descripcion de la presente solicitud, muy amablemente me permito
llamar la atencién sobre el numeral 2.7.2 de la Guia para Examen de Solicitudes de

Patente de Invencién y Modelo de Utilidad, en donde ese Despacho establece lo
siguiente en cuanto a la suficiencia de las solicitudes:

“La invencién puede estar suficientemente descrita si se aporta:

- Un sélo ejemplo o un ndmero razonable de ejemplos, modos de
realizacion alternativos o variaciones que habilitan a la persona del oficio
normalmente versada en la materia para que, junto con sus conocimientos
generales, pueda poner en practica la invencién en toda el drea reivindicada y no
sblo algunas especies particulares reivindicadas, sin que requiera de un esfuerzo
inventivo. En tal caso, la presentacién de ejemplos relativos a todas las
especies particulares de la invencion no serd condicién necesaria para la
suficiencia, siempre y cuando dichas especies se mencionen en la

descripcién (...)” (resaltado fuera de texto).

A la luz de lo anterior y teniendo presente que a lo largo de la presente solicitud
se mencionan claramente las caracteristicas técnicas correspondientes al anticuerpo
305 y ademas se aportan ejemplos de la realizacién y ensayo de tales anticuerpos,
es evidente que la invencién se encuentra suficientemente divulgada y puede ser
llevada a cabo por la persona experta en la materia, sin que esto de ninguna manera

suponga un esfuerzo inventivo de su parte.

Cabe agregar que, habiendo sido desarrolladas las secuencias especificas de
aminoacidos para las CDRs y para los dominios VH y VL con los cuales se obtienen
los anticuerpos reclamados, éstos pueden ser lievados a cabo facilmente por la

persona experta en la materia.

10
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Por lo tanto, es evidente que el capitulo descriptivo supera completamente las
objeciones presentadas a este respecto por el Sefior Examinador y se ajusta

totalmente a los requerimientos del Articulo 28 de la Decision Andina 486 de 2000.

6. UNIDAD DE INVENCION.

De otra parte, el Sefior Examinador considera que la presente solicitud careceria

de unidad de invencion, sefialando que comprenderia al menos 35 grupos inventivos.

Al respecto, y como bien se ha resaltado a lo largo de este memorial, el
capitulo reivindicatorio se ha restringido considerablemente a fin de reclamar
anticuerpos que se unen especificamente a la TWEAK humana, que estan definidos a
partir de las secuencias de aminoacidos para sus 6 CDRs (SEQ ID Nos 22, 23, 24, 18,
19 y 20), asi como a las variantes quimérica, humanizada o reducida del epitope de

las células T de tales anticuerpos.

En consecuencia, es claro que el capitulo reivindicatorio modificado comprende
un unico concepto inventivo dado por las 6 CDRs (SEQ ID Nos 22, 23, 24, 18, 19y

20) del anticuerpo 305, las cuales comparten todos los anticuerpos reclamados.

En consecuencia, el capitulo reivindicatorio modificado que se presenta con este
memorial se encuentra cobijado bajo el mismo concepto inventivo y por lo tanto
dicho capitulo cumple a cabalidad con lo exigido por el Articulo 25 de la Decision

Andina 486 de 2000.

7. NIVEL INVENTIVO.

Finalmente, el Sefior Examinador considera que la presente solicitud careceria
de altura inventiva con respecto a las ensefianzas de los documentos
US20070110745 (D1) y WO2006096487 (D2).

A este respecto el Sefior Examinador asegura que la persona del oficio
normalmente versada en la materia incluiria las modificaciones para anticuerpos anti
TWEAK del documento D2 en los anticuerpos divulgados en el D1 para llegar asi al
objeto de las reivindicaciones 1-10 de la solicitud. Asi mismo, considera que la
persona del oficio normalmente versada en la materia, incluiria el método del

documento D1 para llegar asi al objeto de la reivindicacidén 17 de la solicitud.

11
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Sobre este particular me permito sefialar que los mencionados
documentos no sugieren las secuencias de aminoacidos particulares y
especificas de los anticuerpos de la invencién, tal y como son reclamadas
dentro del capitulo reivindicatorio modificado que se presenta junto con este
memorial.

En conexién con lo anterior, cabe resaltar que la reclamacién fue
considerablemente restringida a los anticuerpos de unién a TWEAK humana, en los
que sus & CDRs corresponden a las SEQ ID Nos 22, 23, 24, 18, 19 y 20, asi como a
las variantes quimérica, humanizada o reducida del epitope de las células T de tales
anticuerpos. Asimismo, los anticuerpos reclamados estan definidos por su dominio
variable de cadena pesada (VH) y su dominio variable de cadena ligera (VL)

especificamente combinados, tal y como se detalla en las nuevas reivindicaciones 3,
4vy5,

Ahora bien, el documento D1 divulga anticuerpos que se unen a TWEAK y se

refiere a la inhibicién de la TWEAK en el tratamiento de trastornos inmunoldgicos.

Por su parte, el documento D2 también ensefia anticuerpos que se unen a
TWEAK y se relaciona con la inhibicién de la TWEAK con la indicacion principal de

tratamiento del cancer y tratamiento de trastornos inmunoldgicos.

Sin embargo, tras la atenta revisién de las ensefianzas de D1 y D2, se pudo
establecer que tales documentos no divulgan de manera especifica los anticuerpos de
la invencion, tal y como se reclaman en el capitulo reivindicatorio modificado que se
presenta junto con este memorial. Los documentos citados no ensefian
especificamente un anticuerpo terapéutico y tampoco mencionan, con base en qué

propiedades debe seleccionarse tal anticuerpo terapéutico.

Cabe resaltar que el anticuerpo "305" de la presente invencidn fue preparado
mediante una estrategia de inmunizacién especial, esto es la inmunizacién de
conejos con TWEAK humana/murina, con el propésito de generar anticuerpos anti
TWEAK humana/murina de reactividad cruzada, como bien se detalla en el
Ejemplo 1.

Particularmente, fueron seleccionados los anticuerpos que se reclaman en el
capitulo reivindicatorio modificado basados no sélo en su capacidad para unirse a
la TWEAK humana y murina, como bien se indica en el Ejemplo 2, sino también en
su capacidad para neutralizar la interaccion de la TWEAK humana/murina
con su receptor Fn14, como se refiere en los Ejemplos 4 y 5.

12
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Adicionalmente, es importante sefalar que los anticuerpos que se reclaman en
el capitulo reivindicatorio modificado mostraron ademas, una vida media del
complejo entre la TWEAK y el anticuerpo de 100 minutos o mas, incluso 110
minutos o mas a 25°C, lo cual hace posible que los anticuerpos anti-TWEAK que
presentan esta vida media sean especialmente preferidos en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis psoridtica,
enfermedades musculares, por ejemplo la distrofia muscular, la esclerosis multiple,
enfermedades renales crénicas, enfermedades Oseas, por ejemplo la degeneracion
6sea en el mieloma mdltiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y

lesiones vasculares (Ver Ejemplo 3).

Es evidente que los documentos D1 y D2 son completamente silentes respecto
a la generacién de tales anticuerpos de reactividad cruzada y aun mas, respecto a

sus potenciales ventajas.

En vista de todo lo anterior, es evidente que las ensefianzas divulgadas
en los documentos citados, solos o en combinaciéon de ninguna manera
pueden conducir a que la persona versada en la materia inequivocamente
obtenga los anticuerpos anti TWEAK de la presente invehcién, los cuales
innegablemente poseen propiedades inesperadas y altamente favorables.

Dentro de este marco de ideas, me permito referirme al sefialamiento que hace
el Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina con respecto a las definiciones de

"obvio” y “evidente” en la evaluacién del Nivel Inventivo de una solicitud de patente!:

"Resulta pertinente, a los efectos del articulo 4 de la Decisién 344, definir qué

se entiende por “obvio” y por “evidente” a fin de determinar qué se debe entender
por nivel inventivo.

Lo obvio es aquello que salta a la vista de manera c/afa y directa; lo “que se
encuentra o pone delante de los ojos, muy claro o que no tiene dificuitad”, Mientras
que lo evidente consiste en la “certeza clara y manifiesta de Ia gque no se puede
dudar; cierto, claro, patente y sin la menor duda”. De forma que algo que

resulte obvio no es necesariamente evidente; empero lo que es evidente, es también
obvio.

En este orden de ideas, se puede concluir que una invencién goza de nive/
inventivo cuando a los ojos de un experto medio en el asunto de que se trate, se

necesita algo més que la simple aplicacién de los conocimientos técnicos en Ia

1 Tribunal de Justicia de la Comunidad Andina, PROCESO 192-1P-2005
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materia para //_egar a ella, es decir, que de conformidad con el estado de la técnica el

invento no sea consecuencia clara y directa de dicho estado.”

En vista de este sefialamiento, y a la luz de lo discutido en el presente
memorial, me permito resaltar que al no “saltar a la vista de manera clara y directa”
a partir de la combinacién devlos documentos D1 y D2, los anticuerpos que se fijan
sobre la TWEAK humana como los considerados en la presente invencién, y al no
tenerse “certeza clara y manifiesta” de que dichos anticuerpos tendrian una alta
capacidad para unirse a la TWEAK humana y murina y de neutralizar la interaccion de
la TWEAK humana/murina con su receptor Fnl4, y mucho menos acerca de la
considerable vida media del complejo entre la TWEAK y el anticuerpo, es claro que
las ensefianzas de los documentos D1 y D2 no puede de ninguna manera afectar el

Nivel Inventivo de la solicitud en estudio.

8. CONCLUSION.

Para finalizar me permito resaltar que el capitulo reivindicatorio modificado
presentado junto con este memorial es totalmente claro y conciso al reclamar los
anticuerpos de la invencion, sin hacer referencia a excepciones a la patentabilidad,

cumpliehdo asi con lo exigido por la mencionada Decisién Andina 486 de 2000.

Por otro lado, en virtud de los argumentos discutidos con respecto a los
documentos citados, se establecié de manera incontrovertible que los anticuerpos
que se fijan sobre la TWEAK humana que son objeto de la solicitud en estudio, de
ninguna manera resultarian evidentes para la persona versada en la materia a partir
de las ensefianzas de los documentos D1 y D2, solos o en combinacion, demostrando

irrefutablemente la patentabilidad de la presente solicitud.
9. Anexo me permito presentar:

(i) Copia de las paginas 1 a 34 que corresponde a la descripcién

modificada, tal como se discuti6 en el presente memorial; y

(i) Copia de las paginas 35 a 37 que corresponde al capitulo
reivindicatorio modificado, tal como se discuti6 en el presente

memorial, constituido por 10 reivindicaciones.
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10. En vista de lo anterior, ruego a usted proceder a estudiar nuevamente la
solicitud a la luz de las modificaciones y los argumentos presentados y conceder el

privilegio de patente solicitado.

Sefior Superintendente,

LICIA LLOREDA RICAURTE
T. P. 53.215

Direccion para Notificaciones: notificacionespatentes@lloredacamacho.com
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ANTICUERPOS CONTRA LA TWEAK HUMANA Y USOS DE LOS MISWOS

La presente invencion se refiere a anticuerpos contra la TWEAK humana
(anticuerpos anti-TWEAK), a métodos para su producciéon, composiciones farma-

céuticas que contienen dichos anticuerpos y a usos de los mismos.

Antecedentes de la invencidn

La TWEAK humana (UniProtKB 043508, inductora débil de la apdptosis

relacionada con el TNF; SEQ ID NO: 60) es una proteina transmembrana de tipo
Il asociada a la superficie celular. La TWEAK se ha descrito en Chicheportiche, Y.
y col., J. Biol. Chem. 272, 32401-32410, 1997; Marsters, S.A. y col., Curr. Biol. 8,
525-528, 1998; Lynch, C.N. y col., J. Biol. Chem. 274, 8455-8459, 1999. La forma
activa de la TWEAK es un homotrimero soluble. Las TWEAK humana y murina
presentan un 93% de identidad de secuencia en dominio de fijacion al receptor. El
receptor Fn14 de la TWEAK (proteina de 14 kDa inducible por el factor de creci-
miento de fibroblastos) es una proteina transmembrana de tipo | de 129 aminoa-
cidos, formada por un dominio Unico rico en cisteina en el dominio de fijacién al
ligando. La sefializacién de la TWEAK se realiza mediante la activacion del meca-
nismo NF-KB. El mRNA de la TWEAK se expresa en una gran variedad de tejidos
y se ha encontrado en la mayoria de 6rganos principales, por ejemplo el corazén,
el cerebro, los musculos esqueléticos y el pancreas, tejidos relacionados con el
sistema inmune, por ejemplo el bazo, los nddulos linfaticos y el timo. El mRNA de
la Fn14 se ha detectado en el corazén, el cerebro, los puimones, la placenta, en
las células endoteliales vasculares y en las células de los musculos lisos. Los
ratones “knockout” de TWEAK nula y Fnl4 nulo son viables, sanos y fértiles y tie-
nen mas células asesinas naturales y despliegan una respuesta inflamatoria inna-
ta intensificada. La TWEAK interviene en la apdptosis, proliferacion, angiogénesis,

penumbra isquemica, edema cerebral, la esclerosis multiple.

{1
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Los anticuerpos anti-TWEAK se han mencionado en los documentos WO
1998/005783, WO 2000/042073, WO 2003/086311, WO 2006/130429, WO
2006/130374, WO 2006/122187, WO 2006/089095, WO 2006/088890, WO
2006/052926.

Resumen de la invencion

La invencion se refiere a un anticuerpo que se une a la TWEAK humana,
caracterizado porque como dominio variable de cadena pesada contiene una re-
gion CDR3 (CDR3H) elegida entre el grupo formado por las SEQ ID NO: 8, 16 y
24,

La invencion comprende una variante quimérica, humanizada o reducida
en el epitope de células T de un anticuerpo que contiene una cadena ligera varia-
ble de SEQ ID NO: 1 y una cadena pesada variable de SEQ ID NO: 5, de un anti-
cuerpo que contiene una cadena ligera variable de SEQ ID NO: 9 y una cadena
pesada variable de SEQ ID NO: 13 o de un anticuerpo que contiene una cadena
ligera variable de SEQ ID NO: 17 y una cadena pesada variable de SEQ ID NO:
21.

En una forma de ejecucién, el anticuerpo se caracteriza por contener una
CDR1H de SEQ ID NO: 6, una CDR2H de SEQ ID NO: 7 y una CDR3H de SEQ
ID NO: 8.

En una forma de ejecucion, el anticuerpo se caracteriza por contener una
CDR1H de SEQ ID NO: 14, una CDR2H de SEQ ID NO: 15 y una CDR3H de
SEQ ID NO: 16.

En una forma de ejecucion, el anticuerpo se caracteriza por contener una
CDR1H de SEQ ID NO: 22, una CDR2H de SEQ ID NO: 23 y una CDR3H de
SEQ ID NO: 24.

En una forma de ejecucion, el anticuerpo se caracteriza por contener una

CDR1H de SEQ ID NO: 6, una CDR2H de SEQ ID NO: 7, una CDR3H de SEQ ID
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NO: 8 y una CDR1L de SEQ ID NO: 2, una CDR2L de SEQ ID NO: 3, una CDR3L
de SEQ ID NO: 4.

En una forma de ejecucion, el anticuerpo se caracteriza por contener una
CDR1H de SEQ ID NO: 14, una CDR2H de SEQ ID NO: 15, una CDR3H de SEQ
ID NO: 16 y una CDR1L de SEQ ID NO: 10, una CDR2L de SEQ ID NO: 11, una
CDR3L de SEQ ID NO: 12.

En una forma de ejecucion, el anticuerpo se caracteriza por contener una
CDR1H de SEQ ID NO: 22, una CDR2H de SEQ ID NO: 23, una CDR3H de SEQ
ID NO: 24 y una CDR1L de SEQ ID NO: 18, una CDR2L de SEQ ID NO: 19, una
CDR3L de SEQ ID NO: 20.

En una forma de ejecucion, el anticuerpo se caracteriza por contener co-
mo secuencia de dominio variable de cadena ligera una secuencia elegida entre
el grupo formado por las SEQ ID NO: 1, 9, 17, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 56 y 58.

En una forma de ejecucion, el anticuerpo se caracteriza por contener co-
mo secuencia de dominio variable de cadena pesada una secuencia elegida entre
el grupo formado por las SEQ ID NO: 5, 13, 21, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 57 y 50,

En una forma de ejecucion, el anticuerpo se caracteriza por contener co-
mo secuencia de dominio variable de cadena ligera una secuencia elegida entre
el grupo formado por las SEQ ID NO: 17, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35
y 36 y como secuencia de dominio variable de cadena pesada una secuencia
elegida entre el grupo formado por las SEQ ID NO: 21, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43,
44, 45, 46, 47 y 48.

Es preferida una combinacion de cadenas variables ligeras y pesadas
elegidas entre el grupo formado por: 1/5, 9/13, 17/21, 25/37, 26/38, 27/39, 28/40,
29/41, 30/42, 31/43, 32/44; 33/45, 34/46, 35/47; 36/48, 56/57, 58/59 (p.ej. 17/21
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significa un anticuerpo que contiene una cadena ligera variable de SEQ ID NO: 17
y una cadena pesada variable de SEQ ID NO: 21).

Una forma de ejecucién de la invencion es un anticuerpo que se fija a la
TWEAK humana, caracterizado porque contiene una CDR1H de SEQ ID NO: 6,
una CDR2H de SEQ ID NO: 7, una CDR3H de SEQ ID NO: 8 y una CDR1L de
SEQ ID NO: 2, una CDR2L de SEQ ID NO: 3, una CDR3L de SEQ ID NO: 4.

Una forma de ejecucién de la invencion es un anticuerpo que se fija a la
TWEAK humana, caracterizado porque contiene una CDR1H de SEQ ID NO: 14,
una CDR2H de SEQ ID NO: 15, una CDR3H de SEQ ID NO: 16 y una CDR1L de
SEQ ID NO: 10, una CDR2L de SEQ ID NO: 11, una CDR3L de SEQ ID NO: 12.

Una forma de ejecucion de la invencion es un anticuerpo que se fija a la
TWEAK humana, caracterizado porque contiene una CDR1H de SEQ ID NO: 22,
una CDR2H de SEQ ID NO: 23, una CDR3H de SEQ ID NO: 24 y una CDR1L de
SEQ ID NO: 18, una CDR2L de SEQ ID NO: 19, una CDR3L de SEQ ID NO: 20.

Una forma de ejecucion de la invencion es un anticuerpo que se fija a la
TWEAK humana, caracterizado porque contiene a) una cadena ligera variable de
SEQ ID NO: 27 y una cadena pesada variable de SEQ ID NO: 41, b) una cadena
ligera variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena pesada variable de SEQ ID NO:
44, c) una cadena ligera variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena pesada varia-
ble de SEQ ID NO: 45, d), una cadena ligera variable de SEQ ID NO: 26 y una
cadena pesada variable de SEQ ID NO: 47, e), una cadena ligera variable de
SEQ ID NO: 29 y una cadena pesada variable de SEQ ID NO: 44, f), una cadena
ligera variable de SEQ ID NO: 31 y una cadena pesada variable de SEQ ID NO:
45 o g) una cadena ligera variable de SEQ ID NO: 29 y una cadena pesada varia-
ble de SEQ ID NO: 41.

Una forma de ejecucion de la invencion es un anticuerpo que se fija a la
TWEAK humana, caracterizado porque contiene a) una cadena ligera variable de

SEQ ID NO: 27 y una cadena pesada variable de SEQ ID NO: 41, b) una cadena

()
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ligera variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena pesada variable de SEQ ID NO:
44, c) una cadena ligera variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena pesada varia-
ble de SEQ ID NO: 45, d) una cadena ligera variable de SEQ ID NO: 26 y una
cadena pesada variable de SEQ ID NO: 47, e) una cadena ligera variable de SEQ
ID NO: 29 y una cadena pesada variable de SEQ ID NO: 44, f) una cadena ligera
variable de SEQ ID NO: 31 y una cadena pesada variable de SEQ ID NO: 45, g)
una cadena ligera variable de SEQ ID NO: 29 y una cadena pesada variable de
SEQ ID NO: 41 o h) una cadena ligera variable de SEQ ID NO: 29 y una cadena
pesada variable de SEQ ID NO: 39.

Estos anticuerpos se denominan del modo siguiente en esta solicitud.

! Anticuerpo SEQ ID NO
27 27, 41
28 27, 44
29 27, 45
30 26, 47
31 29, 44
32 31, 45
33 29, 41
34 29, 39

Una forma de ejecucién de la invencion es un anticuerpo que se fija a la
TWEAK humana, caracterizado porque contiene una cadena ligera variable de
SEQ ID NO: 27 y una cadena pesada variable de SEQ ID NO: 41, b) una cadena
ligera variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena pesada variable de SEQ ID NO:
45, ¢) una cadena ligera variable de SEQ ID NO: 29 y una cadena pesada varia-
ble de SEQ ID NO: 44, d) una cadena ligera variable de SEQ ID NO: 29 y una
cadena pesada variable de SEQ ID NO: 41 o e) una cadena ligera variable de

SEQ ID NO: 29 y una cadena pesada variable de SEQ ID NO: 39.
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En una forma de ejecucion, el anticuerpo que se fija sobre la TWEAK y se
caracteriza por las secuencias de aminoacidos y fragmentos de secuencias de
aminoacidos mencionados anteriormente es el isotipo de la IgG1 humana, en una
forma de ejecucion con las mutaciones L234A + L235A. En una forma de ejecu-
cion, el anticuerpo que se fija a la TWEAK vy se caracteriza por las secuencias de
aminoacidos y fragmentos de secuencias de aminoacidos mencionados anterior-
mente es el isotipo de la IgG4, con preferencia con las mutaciones S228P y
L235E.

Un anticuerpo segun la invenciéon se une especificamente a la TWEAK
humana y presenta con preferencia una vida media de un complejo entre la
TWEAK murina soluble (aminoacidos 81-225 de la SEQ ID NO: 61) y el anticuer-
po de 15 minutos 0 mas a 25°C, medido en un ensayo Biacore y se une a la
TWEAK murina e inhibe la interaccién entre la TWEAK murina y el Fn14 con un
valor ICso de 4,9 ng/ml o inferior.

Con preferencia, un anticuerpo segun la invencién presenta una vida me-
dia de un complejo entre la TWEAK humana soluble (aminoacidos 99-249 de SEQ
ID NO: 60) y el anticuerpo de 100 minutos o mas, con preferencia de 110 minutos
o0 mas a 25°C, medida en un ensayo Biacore. Los anticuerpos anti-TWEAK que
presentan esta vida son especialmente preferidos para el uso en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis psoriatica, las enfer-
medades musculares, p.gj. la distrofia muscular, la esclerosis multiple, las enfer-
medades renales cronicas, las enfermedades 6seas, p.ej. la degeneracion ésea
en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y las
lesiones vasculares.

Con preferencia, un anticuerpo segin la invencién inhibe la interaccion
entre la TWEAK humana y el Fn14 con un valor ICsy de 3,5 ng/ml o inferior, con

preferencia 2,5 ng/ml o inferior. Tal como se emplea aqui, ICso significa la canti-
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dad de anticuerpo que bloguea el 50% de la interaccién entre la TWEAK humana
y el Fn14,

El anticuerpo es en una forma de ejecucion del isotipo de la IgG1 humana,
en una forma de ejecucion con las mutaciones L234A + L235A. En una forma de
ejecucion, el anticuerpo segun la invencion es del isotipo de la IgG4 humana, con
preferencia con las mutaciones S228P y L235E. Con preferencia, el anticuerpo es
un anticuerpo humano o humanizado.

Otra forma de ejecucion de la invencion es una composicion farmacéutica
que contiene un anticuerpo segun la invencion.

Otra forma de ejecucion de la invencion es el uso de un anticuerpo segin
la invencién para la fabricacién de una composicion farmacéutica.

Otra forma de ejecucion de la invencion es un anticuerpo segun la inven-
cion para la fabricacion de un medicamento destinado al tratamiento del cancer,
las enfermedades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis psoriatica, las
enfermedades musculares, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis muiltiple, las
enfermedades renales crénicas, las enfermedades dseas, p.gj. la degeneracion
6sea en el mieloma muiltiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y
las lesiones vasculares.

Otra forma de ejecucion de la invencién es un anticuerpo segun la inven-
cion para la fabricacion de un medicamento destinado al tratamiento de enferme-
dades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis psoriatica, las enfermedades
musculares, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis mdltiple, las enfermedades
renales cronicas, las enfermedades Gseas, p.ej. la degeneracion 6sea en el mie-
loma muitiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y las lesiones
vasculares.

Otra forma de ejecucién de la invencion es un anticuerpo segun la inven-
cion para la fabricacion de un medicamento destinado al tratamiento de un cancer

de colon, de pulmén o de pancreas.

it
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Otra forma de ejecucion de la invencion es el uso de un anticuerpo segun
la invencién para la fabricacién de un medicamento destinado al tratamiento del
cancer, las enfermedades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis psoriatica,
las enfermedades musculares, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis multiple, las
enfermedades renales cronicas, las enfermedades Oseas, p.ej. la degeneracion
dsea en el mieloma mdltiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y
las lesiones vasculares.

Otra forma de ejecucién de la invencion es el uso de un anticuerpo segun
la invencion para la fabricacién de un medicamento destinado al tratamiento de
enfermedades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis psoriatica, las enfer-
medades musculares, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis multiple, las enfer-
medades renales crénicas, las enfermedades 6seas, p.€j. la degeneracion 6sea
en el mieloma mdltiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y las
lesiones vasculares.

Otra forma de ejecucion de la invencion es el uso de un anticuerpo segun
la invencion para la fabricacion de un medicamento destinado al tratamiento de un
cancer de colon, de puimén o de pancreas.

Otra forma de ejecucién de la invencién es un acido nucleico que codifica
a un anticuerpo segun la invencion.

Otra forma de ejecucion de la invencion un &cido nucleico que codifica un
dominio variable de cadena pesada y/o un dominio variable de cadena ligera de
un anticuerpo segun la invencién.

La invencién proporciona ademas vectores de expresion que contienen el
acido nucleico segun la invencion, capaces de expresar dicho acido nucleico en
una célula hospedante procariota o eucariota y células hospedantes que contie-
nen tales vectores para la produccion recombinante de dicho anticuerpo.

La invencion comprende ademéas una célula hospedante procariota o eu-
cariota que contiene un vector segun la invencion.

{t
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La invencion comprende ademas un método para la produccion de un an-
ticuerpo humano o humanizado recombinante segun la invencion, caracterizado
porque expresa un acido nucleico segun la invenciéon en una célula hospedante
procariota 0 eucariota y para la recuperacion de dicho anticuerpo de dicha célula
o del liquido sobrenadante del cultivo celular. La invencién comprende ademas el
anticuerpo que puede obtenerse por un método recombinante de este tipo.

Los anticuerpos segun la invencion aportan beneficios a los pacientes que
necesitan la terapia dirigida a la TWEAK. Los anticuerpos segun la invencion tie-
nen propiedades nuevas e inventivas, que aportan beneficios a un paciente que
sufra una enfermedad cancerosa, en especial que sufra un cancer de colon, de
pulmon o de pancreas, o que sufra enfermedades autoinmunes, la artritis reuma-
toide, la artritis psoriatica, enfermedades musculares, p.gj. la distrofia muscular, la
esclerosis multiple, enfermedades renales crénicas, enfermedades 6seas, p.€j. la
degeneracién 6sea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefri-
tis por lupus y las lesiones vasculares.

La invencién proporciona ademas un método para tratar un paciente que
sufra un cancer, en especial un cancer de colon, de pulmén o de pancreas, o en-
fermedades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis psoriatica, enfermeda-
des musculares, p.gj. la distrofia muscular, la esclerosis multiple, enfermedades
renales crénicas, enfermedades 6seas, p.gj. la degeneracion dsea en el mieloma
multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y las lesiones vascu-
lares, que consiste en administrar al paciente, al que se ha diagnosticado que
padece dicha enfermedad (y por consiguiente que necesita una terapia de este
tipo) una cantidad eficaz de un anticuerpo segun la invencién que se fije sobre la
TWEAK. El anticuerpo se administra con preferencia en una composicion farma-
cédutica.

Otra forma de ejecucién de la invencién es un método para el tratamiento

de un paciente que sufra un cancer, en especial un cancer de colon, de pulmén o
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de pancreas o sufra enfermedades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis
psoriatica, enfermedades musculares, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis
multiple, enfermedades renales cronicas, enfermedades Oseas, p.ej. la degenera-
cion 6sea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por
lupus y las lesiones vasculares, caracterizado porque se administra al paciente un
anticuerpo segun la invencion.

La invencion comprende ademas el uso de un anticuerpo segun la inven-
cion para el tratamiento de un paciente que sufra un cancer, especialmente un
cancer de colon, de pulmén o de pancreas o sufra enfermedades autoinmunes, la
artritis reumatoide, la artritis psoriatica, enfermedades musculares, p.gj. la distrofia
muscular, la esclerosis muitiple, enfermedades renales crénicas, enfermedades
oseas, p.ej. la degeneracion 6sea en el mieloma miultiple, el lupus eritematoso
sistémico, la nefritis por lupus y las lesiones vasculares y para la fabricacion de
una composicion farmacéutica segun la invencién. La invencién comprende ade-
mas un método para la fabricacion de una composicién farmacéutica segun la
invencion.

La invencion comprende ademas una composicion farmacéutica que con-
tiene un anticuerpo segun la invencién, opcionalmente junto con un tampén y/o un
adyuvante Utiles para la formulacion de los anticuerpos con fines farmacéuticos.

La invencién proporciona ademas una composiciéon farmacéutica que con-
tiene un anticuerpo segun la invencion en un vehiculo farmacéuticamente acepta-
ble. En una forma de ejecucion, la composicion farmacéutica puede envasarse en
un articulo fabricado o en un kit.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1: inhibicién con anticuerpos segun la invencion de la artritis inducida por
colageno, un modelo murino de la artritis reumatoide.

Descripcion detallada de la invencion
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El término “anticuerpo” abarca las diversas formas de estructuras de anti-
cuerpo, incluidos, pero sin limitarse a ellos: los anticuerpos de longitud completa,
los anticuerpos biespecificos y los fragmentos de anticuerpos. Los anticuerpos se-
gun la invencién son con preferencia anticuerpos humanizados, anticuerpos quimé-
ricos u otros anticuerpos de ingenieria genética, en el supuesto de que conserven
las propiedades caracteristicas segun la invencion.

Los “fragmentos de anticuerpo” abarcan una porcion del anticuerpo de
longitud completa, con preferencia el dominio variable del mismo, o por lo menos
su sitio de unién al antigeno. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen
a los diacuerpos, las moléculas de anticuerpo de cadena simple y los anticuerpos
multiespecificos formados con fragmentos de anticuerpo. Los anticuerpos scFv se
han descrito, p.ej. en Huston, J.S., Methods in Enzymol. 203, 46-88, 1991. Ade-
mas, los fragmentos de anticuerpo comprenden polipéptidos de cadena simple,
que tienen las caracteristicas de un dominio Vy, a saber, de ser capaces de en-
samblarse con un dominio V|, o de un dominio V| para unirse a la TWEAK, a sa-
ber, de ser capaces de ensamblarse con un dominio Vy para formar un sitio de
union funcional al antigeno.

Los términos “anticuerpo monoclonal” o “composicién de anticuerpo mo-
noclonal” se emplean aqui para indicar una preparacién de moléculas de anti-
cuerpo que tienen una composicion tnica de aminoacidos.

El término “anticuerpo humanizado” indica los anticuerpos, cuya estructu-
ra y/o “regiones determinantes de complementariedad” (CDR) se han modificado
para que incluyan la CDR de una inmunoglobulina de diferentes especies, si se
compara con la inmunoglobulina original. En una forma preferida de ejecucion se
injerta la CDR de conejo a la regién de estructura de un anticuerpo humano para
preparar el “anticuerpo humanizado”. Véase, p.ej., Riechmann, L. y col., Nature

332, 323-327, 1988; y Neuberger, M.S. y col., Nature 314, 268-270, 1985.
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El término “anticuerpo quimérico” indica un anticuerpo monoclonal que
contiene una region variable, es decir, una region de fijacion, de una fuente o es-
pecie y por lo menos una porcién de una regién constante derivada de una fuente
o especie diferente, que se obtiene habitualmente por técnicas de DNA recombi-
nante. Son especialmente preferidos los anticuerpos quiméricos que tienen una
regién variable murina y una regién constante humana. Tales anticuerpos quimé-
ricos murino/humanos son el producto de genes de inmunoglobulina expresada
que contienen segmentos de DNA que codifican a las regiones variables de inmu-
noglobulina murina y segmentos de DNA que codifican a las regiones constantes
de inmunoglobulina humana. Otras formas de “anticuerpos quiméricos” abarcados
por la presente invencion son aquellas, en las que la clase o subclase se ha modi-
ficado o cambiado con respecto a la del anticuerpo original. Tales anticuerpos
“quiméricos” se denominan también “anticuerpos de clase modificada”. Los méto-
dos para la obtencién de anticuerpos quiméricos incluyen las técnicas convencio-
nales de DNA recombinante y las técnicas de transfeccién genética, ahora ya bien
conocidas en la técnica (véase, p.ej. Morrison, S.L. y col., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 81, 6851-6855, 1984; y las patentes US-5,202,238 y US-5,204,244).

El término “anticuerpo reducido en el epitope de células T” indica los anti-
cuerpos, que se han modificado para eliminar o reducir la inmunogenicidad elimi-
nando los epitopes de las células T humanas (secuencias peptidicas dentro de las
proteinas que tienen la capacidad de unirse a las moléculas de la clase Il MHC).
Son este método se identifican las interacciones entre las cadenas laterales de
aminodcidos del péptido y las bolsas especificas de fijacion, que tienen el surco
de fijacion de la case || MHC. Las regiones inmunogénicas identificadas se mutan
para eliminar la inmunogenicidad. Tales métodos se han descrito en general p.ej.
en el documento WO 98/52976.

Los términos “anticuerpo anti-TWEAK” y “un anticuerpo que se une espe-

cificamente a la TWEAK” segun la invencién indican un anticuerpo que se capaz
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de fijarse sobre la TWEAK con una afinidad suficiente para que el anticuerpo sea
atil como agente terapéutico en la accién dirigida contra la TWEAK segun la in-
vencion. Un anticuerpo que se fija especificamente sobre la TWEAK tiene una
constante de disociacion (Kd) de 10° M o inferior, p.¢j. de 10° M a 10" M.

El “dominio variable” (dominio variable de una cadena ligera (V,), dominio
variable de una cadena pesada (V4)) se emplea aqui para indicar cada uno de los
pares de dominios de cadena ligera y de cadena pesada que intervienen directa-
mente en la fijacion del anticuerpo sobre el antigeno.

Los dominios variables de cadena pesada y ligera tienen la misma estruc-
tura general y cada dominio consta de cuatro regiones estructurales (framework,
FR), cuyas secuencias estan ampliamente conservadas, conectadas a tres “re-
giones hipervariables” (o regiones determinantes de complementariedad, CDR).
Las regiones estructurales adoptan una configuracion de lamina 3 y las CDR pue-
den formar bucles que conectan con la estructura de lamina . Las CDR de cada
cadena se mantienen en su estructura tridimensional gracias a las regiones es-
tructurales y junto con las CDR de la otra cadena forman el sitio de fijacion sobre
el antigeno. Las regiones CDR3 de cadena pesada y ligera del anticuerpo
desempefian un papel especialmente importante en la especificidad/afinidad de
fijacion de los anticuerpos segun la invencion y por ello constituyen otro objeto de
la invencion.

El término “porcién de un anticuerpo que se fija sobre el antigeno” se em-
plea aqui para indicar los restos aminoacido de un anticuerpo que intervienen en
la fijacion sobre el antigeno. La porcién de un anticuerpo que se fija sobre el anti-
geno consta de restos aminoacido de las “regiones determinantes de complemen-
tariedad” o “CDR”". Las regiones “estructurales” o “FR” son aquellas regiones de
dominio variable distintas de los restos de region hipervariable ya definidos pre-
viamente. Por consiguiente, los dominios variables de cadena ligera y pesada de

un anticuerpo contienen desde el extremo N al C de los dominios FR1, CDR1,
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FR2, CDR2, FR3, CDR3 y FR4. En especial, la CDR3 de cadena pesada es la
regién que contribuye en mayor medida a la fijacién sobre el antigeno y define las
propiedades del anticuerpo. Las regiones CDR y FR se determinan con arreglo a
la definicion estandar de Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 52 ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD
(1991) y/o los restos de un “bucle hipervariable”.

El término “CDR1H” indica la region CDR1 de la region variable de cade-
na pesada calculada con arreglo a Kabat. CDR2L, CDR3H, etc. indican las regio-
nes correspondientes de la cadena pesada (H) o de la cadena ligera (L). Por
ejemplo, un anticuerpo caracterizado porque contiene una CDR1H de SEQ ID
NO: 6 significa que el anticuerpo contiene esta secuencia de aminoacidos en for-
ma de regién CDR1 de cadena pesada variable CDR1 en su cadena pesada va-
riable. Por ejemplo, un anticuerpo caracterizado porque contiene una CDR1H de
SEQ ID NO: 6, una CDR2H de SEQ ID NO: 7, una CDR3H de SEQ ID NO: 8 sig-
nifica que el anticuerpo contiene en su cadena pesada como secuencia de CDR1
la SEQ ID NO: 6, como secuencia de CDR2 la SEQ ID NO: 7 y como secuencia
de CDR3 la SEQ ID NO: 8.

Los términos “acido nucleico” o “molécula de acido nucleico” se emplean
aqui para incluir las moléculas de DNA y las moléculas de RNA. Una molécula de
acido nucleico puede ser de hebra simple o de doble hebra, pero con preferencia
sera un DNA de doble hebra.

El término “aminoacido” se emplea en esta solicitud para indicar un grupo
de acidos a-aminocarboxilicos de origen natural, formado por la alanina (cédigo
de tres letras: ala, codigo de una letra: A), arginina (arg, R), asparagina (asn, N),
acido aspartico (asp, D), cisteina (cys, C), glutamina (gIn, Q), acido glutamico (glu,
E), glicina (gly, G), histidina (his, H), isoleucina (ile, 1), leucina (leu, L), lisina (lys,
K), metionina (met, M), fenilalanina (phe, F), prolina (pro, P), serina (ser, S), treo-
nina (thr, T), triptéfano (trp, W), tirosina (tyr, Y) y valina (val, V).

Al
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Un acido nucleico es “unido operativamente” cuando esta situado en rela-
cién funcional con otro acido nucleico. Por ejemplo, el DNA de una presecuencia
o de un lider secretorio es unido operativamente al DNA de un polipéptido, si se
expresa como preproteina que participa en la secrecién del polipéptido; un promo-
tor o intensificador estd unido operativamente a una secuencia codificadora, si
efectua la transcripcion de la secuencia; o un sitio de unién a un ribosoma esta
unido operativamente a una secuencia codificadora, si esta posicionado de modo
que facilite la traduccion. En general, “unido operativamente” significa que las
secuencias de DNA que se van a unir son colineales y, en el caso de lider secre-
torio, que son contiguas y dentro del marco de lectura. Sin embargo, los intensifi-
cadores no tienen porqué ser contiguos. La unién se realiza por ligacion en los
sitios de restriccion adecuados. Si no existen tales sitios, entonces se emplean
adaptadores oligonucleétidos sintéticos o engarces con arreglo a la practica con-
vencional.

Las expresiones “célula”, “linea celular” y “cultivo celular’ se emplean aqui
de modo indistinto y estos términos incluyen las progenies. Por lo tanto, los térmi-
nos “transformantes” y “células transformadas” incluyen las células que son objeto
primario y los cultivos derivados de las mismas, con independencia del numero de
transferencia. Se da también por supuesto que toda la progenie no necesariamen-
te tiene que ser idéntica en su contenido de DNA, debido a las mutaciones delibe-
radas o inadvertidas. Se incluye la progenie variante que tiene la misma funcién o
la misma actividad biologica, después de explorarse en las células originalmente
transformadas.

La “parte Fc” de un anticuerpo no participa directamente en la fijacion so-
bre un antigeno, pero posee varias funciones efectoras. Una “parte Fc de un anti-
cuerpo” es un término que los expertos conocen bien y se define en base a la
descomposicién de anticuerpos con papaina. En funcion de la secuencia de ami-

noacidos de la regién constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos se divi-
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den en los subgrupos: IgA, IgD, IgE, igG e IgM y varios de ellos pueden dividirse a
su vez en subgrupos (isotipos; las expresiones “isotipo” y “subgrupo” se emplean
aqui indistintamente), por ejemplo el IgG1, 1gG2, IgG3 e I1gG4, IgA1 e IgA2. Con
arreglo a las regiones constantes de cadena pesada, los diferentes grupos de
inmunoglobulinas se denominan a, , €, y y Y, respectivamente. La parte Fc de un
anticuerpo no interviene directamente en la ADCC (citotoxicidad mediada por
células dependiente de anticuerpo) ni en la CDC (citotoxicidad dependiente de
complemento) basadas en la activacion de complemento, fijacion sobre el C1q y
fijacion sobre el receptor de Fc. La activacién de complemento (CDC) se inicia
uniendo el factor de complemento C1q a la parte Fc de la mayor parte de subgru-
pos de anticuerpos IgG. La influencia de un anticuerpo en el sistema de comple-
mento depende de ciertas condiciones, mientras que la fijacién sobre el C1q se
realiza gracias a sitios de fijacion definidos existentes en la parte Fc. Estos sitios
de fijacion son conocidos en la técnica y se han descrito p.ej. en Boackle, R.J. y
col., Nature 282, 742-743, 1979; Lukas, T.J. y col,, J. Immunol. 127, 2555-2560,
1981, Brunhouse, R. y Cebra, J.J., Mol. Immunol. 16, 907-917, 1979; Burton, D.R.
y col., Nature 288, 338-344, 1980; Thommesen, J.E. y col., Mol. Immunol. 37,
995-1004, 2000; Idusogie, E.E. y col., J. Immunol. 164, 4178-4184, 2000; Heza-
reh, M. y col., J. Virology 75, 12161-12168, 2001; Morgan, A. y col., Immunology
86, 319-324, 1995; EP 0307434. Tales sitios de fijacion son p.ej. L234, L235,
D270, N297, E318, K320, K322, P331 y P329 (numeracion con arreglo al indice
EU de Kabat, E.A., ver mas abajo). Los anticuerpos de los subgrupos IgG1, 1gG2
y 1gG3 normalmente presentan activacion de complemento y fijacién sobre el C1q
y C3, mientras que el IgG4 no activa el sistema de complemento y no se une al
C1gni al C3.

En una forma de ejecucion, el anticuerpo segin la invencién contiene una
parte Fc derivada de origen humano y con preferencia todas las demas partes de

las regiones constantes humanas. Tal como se emplea aqui, el término “parte Fc
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derivada de origen humano” indica una parte Fc que es una parte Fc de un anti-
cuerpo humano de los subgrupos 1gG1, 1gG2, IgG3 o IgG4, con preferencia una
parte Fc del subgrupo IgG1 humano, una parte Fc mutada del subgrupo 1gG1
humano (con preferencia con una mutacion en L234A + L235A), una parte Fc del
subgrupo IgG4 humano o una parte Fc mutada del subgrupo IgG4 humano (con
preferencia con una mutacién en S228P y L235E). Son especialmente preferidas
las regiones constantes de cadena pesada humanas del subgrupo IgG1 humano
que tienen la SEQ ID NO: 51 6 SEQ ID NO: 52 (subgrupo IgG1 humano), SEQ ID
NO: 53 (del subgrupo IgG1 humano con las mutaciones L234A y L235A), SEQ ID
NO: 54 (del subgrupo IgG4 humano) o de la SEQ ID NO: 55 (del subgrupo IgG4
humano con las mutaciones S228P y L235E).

Con preferencia, el anticuerpo segun la invencién es del subgrupo IgG1
humano o de un subgrupo IgG4 humano. En una forma de ejecucion, el anticuer-
po segun la invencion es del subgrupo IgG1 humano. En una forma de ejecucion,
el anticuerpo de la invencion es del subgrupo IgG4 humano.

El anticuerpo de la invencién se caracteriza porque las cadenas constan-
tes son de origen humano. Estas cadenas constantes son bien conocidas en el
estado de la técnica y se han descrito p.ej. en Kabat (véase, p.ej. Johnson, G. y
Wu, T.T,, Nucleic Acids Res. 28, 214-218, 2000). Por ejemplo, una regién cons-
tante de cadena pesada humana Util comprende una secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 52 6 28. Por ejemplo, una region constante de cadena ligera
humana util comprende una secuencia de aminoécidos de una region constante
de cadena ligera kappa de la SEQ ID NO: 49. Es preferido ademas que el anti-
cuerpo tenga por origen el conejo y comprenda el marco de secuencia de variable
de anticuerpo de un anticuerpo de conejo segun Kabat (véase p.ej. Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Kabat, E.A. y col., 52 edicion, DIANE Publis-

hing (1992)).
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La invencion proporciona también un método de tratamiento de un pacien-
te que necesite esta terapia, caracterizado por administrar al paciente una canti-
dad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo segun la invencion.

La invencién proporciona también el uso de un anticuerpo segun la inven-
cién con fines terapéuticos.

La invencion proporciona el uso de un anticuerpo segun la invencién para
la fabricacién de un medicamento destinado al tratamiento del cancer, en especial
del cancer de colon, de pulmén o de pancreas o al tratamiento de enfermedades
autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis psoriatica, enfermedades muscula-
res, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis muiltiple, enfermedades renales croni-
cas, enfermedades 6seas, p.ej. la degeneracion 6sea en el mieloma mudltiple, el
lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y las lesiones vasculares.

La invencién proporciona el uso de un anticuerpo segun la invencién para
el tratamiento del cancer o de enfermedades inflamatorias, con preferencia para el
tratamiento del cancer de colon, de pulmén o de pancreas o para el tratamiento
de enfermedades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis psoriatica, enfer-
medades musculares, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis mdltiple, enferme-
dades renales cronicas, enfermedades éseas, p.ej. la degeneracion ésea en el
mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y las lesio-
nes vasculares.

Otra forma de ejecucion de la invencion es un método para la produccion
de un anticuerpo contra la TWEAK, caracterizado porque la secuencia del acido
nucleico que codifica a la cadena pesada del anticuerpo segun la invencion y el
acido nucleico que codifica la cadena ligera de dicho anticuerpo se insertan en
uno o dos vectores de expresion, dichos vectores de expresion se insertan en una
célula hospedante eucariota, el anticuerpo codificado se expresa y se recupera de

la celula hospedante o del liquido sobrenadante del cultivo celular.
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Los anticuerpos seguln la invencion se producen con preferencia por mé-
todos recombinantes. Estos métodos son ampliamente conocidos en el estado de
la técnica y comprenden la expresién de proteinas en células procariotas y euca-
riotas con el posterior aislamiento del polipéptido del anticuerpo y normalmente la
purificacion que conduce a una pureza farmacéuticamente aceptable. Para la
expresion de proteinas se insertan los acidos nucleicos que codifican a las cade-
nas ligera y pesada o fragmentos de las mismas en vectores de expresiéon por
metodo estandar. La expresion se realiza en células hospedantes procariotas o
eucariotas apropiadas, por ejemplo las células CHO, las células NSO, las células
SP2/0, las células HEK293, las células COS, la levadura o células de E. coli y se
recupera el anticuerpo de las células (o del liquido sobrenadante o después de la
lisis de las células).

La produccién recombinante de anticuerpos se ha descrito por ejemplo en
los articulos de revision de Makrides, S.C., Protein Expr. Purif. 17, 183-202, 1999;
Geisse, S. y col., Protein Expr. Purif. 8, 271-282, 1996; Kaufman, R.J., Mol. Bio-
technol. 16, 151-160, 2000; Werner, R.G., Drug Res. 48, 870-880, 1998.

Los anticuerpos pueden estar presentes en células enteras, en el lisado
celular o en forma parcial o sustancialmente pura. La purificacion se realiza con el
fin de eliminar otros componentes celulares u otros contaminantes, p.ej., otros
acidos nucleicos o proteinas celulares, por métodos estandar (véase Ausubel, F. y
col. (coord.), Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing y Wiley
Interscience, Nueva York, 1987).

La expresion de las células NSO se ha descrito p.ej. en Barnes, L.M. y
col., Cytotechnology 32, 109-123, 2000; Barnes, L.M. y col., Biotech. Bioeng. 73,
261-270, 2001. La expresion transitoria se ha descrito p.ej. en Durocher, Y. y col.,
Nucl. Acids Res. 30, E9, 2002. La clonacién de dominios variables se ha descrito
en Orlandi, R. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 3833-3837, 1989; Carter, P. y
col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 4285-4289, 1992; Norderhaug, L. y col., J.
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Immunol. Methods 204, 77-87, 1997. Un sistema preferido de expresion transitoria
(HEK 293) se ha descrito en Schlaeger, E.-J. y Christensen, K., en Cytotechno-
logy 30, 71-83, (1999) y en Schlaeger, E.-J., en J. Immunol. Methods 194, 191-
199, 1996.

De modo conveniente, los anticuerpos monoclonales se separan del me-
dio de cultivo por procedimientos convencionales de purificacién de inmunoglobu-
linas, por ejemplo, cromatografia de proteinas a través de A-Sepharose, hidroxila-
patita, electroforesis a través de gel, didlisis o cromatografia de afinidad. El DNA 'y
el RNA que codifican a los anticuerpos monoclonales se aislan facilmente y se
secuencian aplicando procedimientos convencionales. Las células de hibridoma
pueden servir como fuentes de dichos DNA y RNA. Una vez aislado, el DNA pue-
de insertarse en vectores de expresién, que después se transfectan a las células
hospedantes, por ejemplo células HEK 293, células CHO o células de mieloma,
que de otro modo no producen la proteina de la inmunoglobulina, para sintetizar
los anticuerpos monoclonales recombinantes en las células hospedantes.

Las moléculas de acido nucleico que codifican a las variantes de secuen-
cias de aminoacidos del anticuerpo anti-pS422 se obtienen por un gran numero
de métodos ya conocidos de la técnica. Estos métodos incluyen, pero no se limi-
tan a: el aislamiento de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencias
de aminoacidos de origen natural) o la preparacion por mutagénesis mediada por
oligonucledtidos (o dirigida a un sitio), mutagénesis por PCR y la mutagénesis de
cassette de una variante preparada anteriormente o de una versién no variante
del anticuerpo anti-TWEAK humanizado.

Los'dominios variables de cadena pesada y ligera segun la invencién se
combinan con secuencias de promotor, inicio de traduccién, regiéon constante,
region 3’ sin traducir, poliadenilaciéon y terminacion de transcripcion, para formar
los constructos de vectores de expresion. Los constructos de expresion de cade-

na pesada y ligera pueden combinarse en un solo vector, co-transfectarse, trans-
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fectarse en serie o transfectarse por separado a células hospedantes, que des-
pues se fusionan para formar una célula hospedante individual que expresa am-
bas cadenas.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién, p.ej.
una composicion farmacéutica, que contiene un anticuerpo o una combinacién de
anticuerpos monoclonales, o la porcién de los mismos que se une al antigeno, de
la presente invencion, formulados con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Tal como se emplea aqui, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye
todos disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos
y antifungicos, agentes isotdnicos y agentes que retrasan la absorcion/resorcion y
similares, que son fisiologicamente compatibles. Con preferencia, el vehiculo es
idéneo para la inyeccion o la infusion.

Una composicion de la presente invencién puede administrarse por una
gran variedad de métodos ya conocidos en la técnica. Los expertos podran en-
tender faciimente que la via y/o el modo de administracién pueden variar en fun-
cién de los resultados deseados.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen las soluciones o
dispersiones acuosas estériles y los polvos estériles para la fabricacion de solu-
ciones o dispersiones estériles inyectables. El uso de tales medios y agentes para
sustancias farmacéuticamente activas ya es conocido en la técnica. Ademas del
agua, el vehiculo puede ser, por ejemplo, una solucion salina tamponada isoténi-
ca.

Con independencia de la via de administracién elegida, los compuestos
de la presente invencion, que pueden utilizarse en una forma hidratada apropiada
ylo las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se formula en for-
mas de dosificacion farmacéuticamente aceptables por métodos convencionales,

que los expertos ya conocen.
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Los niveles actuales de dosificacion de los ingredientes activos en las
composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden variarse con el fin
de obtener una cantidad de ingrediente activo que sea eficaz para lograr la res-
puesta terapéutica deseada para un paciente, composicion y modo de administra-
cion concretos, sin que sean tdxicos para el paciente (cantidad eficaz). El nivel de
dosificacién elegido dependera de un gran nimero de factores farmacocinéticos,
incluida la actividad de las composiciones concretas de la presente invencion que
se emplean, o del éster, de la sal o de la amida de los mismos, de la via de admi-
nistracion, el tiempo de administracion, la velocidad de excrecién del compuesto
concreto que se emplee, de otros farmacos, compuestos y/o materiales emplea-
dos en combinacién con las composiciones concretas que se empleen, la edad, el
sexo, el peso, el estado general de salud y el historial médico previo del paciente
a tratar y factores similares, bien conocidos en medicina.

La invencién proporciona el uso de los anticuerpos segun la invencion pa-
ra el tratamiento de un paciente que sufra un cancer, en especial un cancer de
colon, de pulmén o de pancreas o sufra enfermedades autoinmunes, la artritis
reumatoide, la artritis psoriatica, enfermedades musculares, p.ej. la distrofia mus-
cular, la esclerosis multiple, enfermedades renales crénicas, enfermedades
6seas, p.ej. la degeneracion dsea en el mieloma mudltiple, el lupus eritematoso
sistémico, la nefritis por lupus y las lesiones vasculares.

La invenciéon proporciona también un método para el tratamiento de un
paciente que sufra este tipo de enfermedades.

La invencion proporciona ademas un método para la fabricacion de una
composicién farmacéutica que contiene un anticuerpo segin la invencién junto
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y el uso del anticuerpo segun la
invencion para dicho método.

La invencién proporciona ademas el uso de un anticuerpo segun la inven-

cion en una cantidad eficaz para fabricar un agente farmacéutico, con preferencia
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junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, destinado al tratamiento de
un paciente que sufra un cancer, en especial un cancer de colon, de pulmén o de
pancreas o que sufra enfermedades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis
psoridtica, enfermedades musculares, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis
multiple, enfermedades renales cronicas, enfermedades 6seas, p.ej. la degenera-
cién osea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por
lupus vy las lesiones vasculares.

La invencién proporciona también el uso de un anticuerpo segun la inven-
cién en una cantidad eficaz para la fabricacion de un agente farmaceéutico, con
preferencia junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, destinado al tra-
tamiento de un paciente que sufra un cancer, en especial un cancer de colon, de
pulmoén o de pancreas o que sufra enfermedades autoinmunes, la artritis reuma-
toide, la artritis psoriatica, enfermedades musculares, p.ej. la distrofia muscular, la
esclerosis multiple, enfermedades renales cronicas, enfermedades Oseas, p.€j. la
degeneracion 6sea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefri-
tis por lupus y las lesiones vasculares.

Descripcion de las secuencias

Tabla 1

Anticuerpo 301

dominio variable de de cadena ligera (VL) de conejo SEQ ID NO: 1
CDR1L SEQ ID NO: 2
CDR2L SEQID NO: 3
CDR3L SEQ IDNO: 4
dominio variable de cadena pesada (VH) de conejo SEQID NO: 5
CDR1H SEQ ID NO: 6
CDR2H : SEQIDNO: 7
CDR3H SEQIDNO: 8
cadena ligera quimérica 301 SEQ ID NO: 56
cadena pesada quimérica 301 SEQ ID NO: 57

{1
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Tabla 2

Anticuerpo 304
dominio variable de cadena ligera (VL) de conejo SEQ ID NO: 9
CDR1L SEQ ID NO: 10
CDR2L SEQ ID NO: 11
CDR3L SEQ ID NO: 12
dominio variable de cadena pesada (VH) de conejo SEQ ID NO: 13
CDR1H SEQ ID NO: 14
CDR2H SEQIDNO: 15
CDR3H SEQ ID NO: 16
cadena ligera quimérica 304 SEQ ID NO: 58
cadena pesada quimérica 304 SEQ ID NO: 59

Tabla 3

Anticuerpo 305
dominio variable de cadena ligera (VL) de conejo SEQ ID NO: 17
CDR1L SEQ ID NO: 18
CDR2L SEQ ID NO: 19
CDR3L SEQ ID NO: 20
dominio variable de cadena pesada (VH) de conejo SEQ ID NO: 21
CDR1H SEQ ID NO: 22
CDR2H SEQ ID NO: 23
CDR3H SEQ ID NO: 24
cadena ligera quimérica 305 SEQ ID NO: 25
variante humanizada de VL, 305-LC1 SEQ ID NO: 26
variante humanizada de VL, 305-L.C2 SEQ ID NO: 27
variante humanizada de VL, 305-LC3 SEQ ID NO: 28
variante humanizada de VL, 305-L.C4 SEQ ID NO: 29
variante humanizada de VL, 305-LC5 SEQ ID NO: 30
variante humanizada de VL, 305-LC6 SEQ ID NO: 31
variante humanizada de VL, 305-LC7 SEQ ID NO: 32

variante humanizada de VL, 305-LC8

SEQ ID NO:

33

{1
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variante humanizada de VL, 305-LC9 SEQ ID NO: 34
variante humanizada de VL, 305-LC10 SEQ ID NO: 35
variante humanizada de VL, 305-LC11 SEQ ID NO: 36
cadena pesada quimérica 305 SEQ ID NO: 37
variante humanizada de VH, 305-HC1 SEQ ID NO: 38
variante humanizada de VH, 305-HC2 SEQ ID NO: 39
variante humanizada de VH, 305-HC3 SEQ ID NO: 40
variante humanizada de VH, 305-HC4 SEQ ID NO: #1
variante humanizada de VH, 305-HC5 SEQ ID NO: 42
variante humanizada de VH, 305-HC6 SEQ ID NO: 43
variante humanizada de VH, 305-HC7 SEQ ID NO: 44
variante humanizada de VH, 305-HC8 SEQ ID NO: 45
variante humanizada de VH, 305-HC9 SEQ ID NO: 46
variante humanizada de VH, 305-HC10 SEQ ID NO: 47
variante humanizada de VH, 305-HC11 SEQ ID NO: 48

Tabla 4a

Regiones constantes humanas
cadena ligera kappa humana SEQ ID NO: 49
cadena ligera lambda humana SEQ ID NO: 50
IgG1 humana (alotipo caucasiano) SEQ ID NO: 51
IgG1 humana (alotipo afroamericano) SEQ ID NO: 52
IgG1 mutante LALA humana (alotipo caucasiano) SEQ ID NO: 53
IgG4 humana SEQ ID NO: 54
IgG4 mutante SPLE humana SEQ ID NO: 55

Tabla 4b

TWEAK humana y murina
TWEAK humana SEQ ID NO: 60
TWEAK murina SEQ ID NO: 61

Los ejemplos y listado de secuencias que siguen se proporcionan para fa-

cilitar la comprensién de la presente invencién, cuyo verdadero alcance se define
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en las reivindicaciones anexas. Se da por supuesto que pueden introducirse modi-
ficaciones en los procedimientos descritos sin apartarse del espiritu de la inven-
cién.

Eiemplo 1

Descripcion de la inmunizacion

Inmunizacién de conejos con TWEAK humana/murina

Se inmunizan conejos blancos de Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus)
con 400 pg de TWEAK humana recombinante en el dia 0 con adyuvante de
Freund completo, con 200 ug de TWEAK humana en los dias 21, 43 y 65 con
adyuvante de Freund incompleto y con 200 ug de TWEAK murina el dia 85 con
adyuvante de Freund incompleto. Todas las inmunizaciones se realizan por via
subcutanea en varios sitios. Se preparan los sueros en los dias 77 y 98 para de-
terminar su concentracién. La dosis de refuerzo final se inyecta por via intraveno-
sa de 200 pg de TWEAK humana soluble y 200 ug de TWEAK murina soluble y
se seleccionan los anticuerpos en base a su capacidad para fijarse sobre la
TWEAK humana y murina (ejemplo 2), se neutraliza la interaccion TWEAK-Fn14
humana y murina (ejemplos 4 y 5) y se inhibe la secrecion de la IL8 (ejemplo 6).
Se investiga ademas la vida media del complejo anticuerpo-TWEAK (ejemplo 3).
Se determina la eficacia anti-tumoral del anticuerpo en modelos de injerto ajeno
(xenograft) de B16BL6 (melanoma murino; sublinea pulmonar metastasica de
B16), SJSA (osteosarcoma, ATCC CRL-2098) y HCT-116 (colon, ATCC CCL-
247).

Ejemplo 2

Fijacion sobre la TWEAK humana y murina (ELISA)

Se determina la fijacion de los anticuerpos anti-TWEAK sobre la TWEAK
humana y murina mediante un ensayo ELISA. Se inmovilizan las TWEAK humana
y murina recombinantes en una placa Nunc Maxisorp de 384 hoyos a razén de
1 yg/ml, 25 pl/hoyo, en tampoén de recubrimiento de carbonato 0,5 M, de pH 9,5,
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por incubacion a 2-8°C durante una noche. Se bloquea la placa con PBS/1% de
BSA a temperatura ambiente durante 1 h, después se lava dos veces (Tween® 20
al 0,1% en PBS) y se incuba con anticuerpos anti-TWEAK de diferentes concen-
traciones en tampon de bloqueo o con liquidos sobrenadantes de hibridoma de
dichos anticuerpos a temperatura ambiente durante 1 h. Después de cuatro lava-
dos mas se detectan los anticuerpos con un anticuerpo anti-conejo-HRP diluido
1:5000 en tampon de bloqueo, a temperatura ambiente durante 1 h. Se revela la
sefial por adicion de ABTS® (Roche Diagnostics GmbH) durante 10-30 minutos
después de haber realizado otros cuatro pasos de lavado. Se lee la absorbancia a
405 nm.

Eiemplo 3

Determinacién de la vida media del complejo anticuerpo-TWEAK realizan-
do un ensayo Biacore

Se emplea un instrumento Biacore 2000 con un sensor de Biacore recu-
bierto con estreptavidina montado en el sistema. Se emplea el tampén del sistema
HBS-ET (10 mM HEPES de pH 7,4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,05% de
Tween® 20) con un caudal de 100 yl/min. El tampén de la muestra es el tampdn
del sistema. Se inmovilizan la TWEAK humana soluble biotinilada (aminoacidos
99-249 de la SEQ ID NO: 60) y la TWEAK murina soluble biotinilada (aminoacidos
81-225 de la SEQ ID NO: 61) sobre diferentes celdillas de flujo en un sensor SA
con 150 RU cada una. Se emplea como celdilla de referencia en blanco una celdi-
lla de flujo FC1. Se inyecta cada anticuerpo en el sistema en forma de analito en
una concentracion de 100 nM con un caudal de 100 pl/min durante un tiempo de
asociacion de 2 min. Se hace el seguimiento de la disociacién de los inmunocom-
plejos durante 5 min. Se lava la superficie del sensor con HBS-ET durante 10
segundos Yy se regenera realizando inyecciones de 2x2 minutos con glicina 10 mM
de pH 2,25. Se efectia este procedimiento a 25°C. Se toma el paso que limita la

constante cinética de la fase de disociacion del complejo en el intervalo [240s-
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300s] para calcular la constante de disociacién kd [1/s] (Biacore Evaluation Soft-

ware 4.0). Segun la ecuacion t1/2 dis. = In(2) / (60 x kd) se calcula la vida media

de los inmunocomplejos en minutos. Los resultados se recogen en las tablas 5a y

5b, y en la tabla 6b.

Tabla 5a
Anticuerpo TWEAK humana TWEAK murina
t/2 dis. [min] t/2 dis. [min]

25°C 25°C

TW-301chi quimérico”) 110 n.d.

TW-304chi quimérico” 37 n.d.

TW-305chi quimérico” 147 39

P2D10 quimérico quimérico” 76 41

RE regiones constantes humanas de la region constante de cadena ligera kappa

humana de la SEQ ID NO: 49 y la regién constante de la IgG1 humana de la SEQ

ID NO: 51

En otro ensayo se determina la vida de los complejos de anticuerpo-

TWEAK (t/2 dis. [min] a 25°C) del TWI-305chi quimérico y de la version quimerica

del P2D10 de WO 2006/130374 (los dos anticuerpos quiméricos tienen regiones

constantes humanas de la regién constante humana kappa de cadena ligera de la

SEQ ID NO: 49 y de la regién constante de la IgG1 humana de la SEQ ID NO: 51)

Tabla 5b
Anticuerpo TWEAK humana TWEAK.murina
t/2 dis. [min] t/2 dis. [min]
25°C 25°C
TW-305chi quimérico” 148 41
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. P2D10 quimérico quimérico” 76 41

" regiones constantes humanas de la region constante de cadena ligera kappa
humana de la SEQ ID NO: 49 y la region constante de la IgG1 humana de la SEQ
ID NO: 51

Los anticuerpos segun la invencion poseen propiedades valiosas, por
ejemplo una vida media del complejo entre la TWEAK humana soluble (aminoaci-
dos 99-249 de SEQ ID NO: 60) y anticuerpo de 100 minutos o mas, con preferen-
cia de 110 minutos 0 mas, a 25°C, determinada por un ensayo Biacore. Los anti-
cuerpos anti-TWEAK que presenta esta vida media son especialmente preferidos
para el uso en el tratamiento de enfermedades autoinmunes, la artritis reumatoi-

de, la artritis psoriatica, enfermedades musculares, p.ej. la distrofia muscular, la

esclerosis multiple, enfermedades renales cronicas, enfermedades Oseas, p.€j. la

degeneracién 6sea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefri-
tis por lupus y lesiones vasculares.

Ejemplo 4

Neutralizacion de la interacciéon TWEAK-Fn14 (humana)

El bloqueo de la interaccion TWEAK humana/Fn14 humano se pone de
manifiesto con un ensayo ELISA de interaccion con el receptor. Se recubren pla-
cas Maxisorp® de 96 hoyos (Nunc) con 100 ul de 1 ug/ml de Fn14:Fc humano
(dominio extracelular del Fn14 humano (aminoacidos 1-75) fusionado con la por-
cion Fc de la IgG1 humana) en PBS por hoyo a temperatura ambiente durante
1,5 h y se bloquean con una solucién de FBS al 5% en PBS a temperatura am-
biente durante 30 minutos con agitacion. Mientras se incuba la TWEAK soluble
humana marcada con Flag (aminoacidos 106-249) a razon de 2,5 ng/ml en solu-
cion de bloqueo con diferentes concentraciones de anticuerpos anti-TWEAK o
liquido sobrenadante de hibridoma a temperatura ambiente durante 2 h con agita-
cion. Se lava una vez la placa recubierta con el Fn14 con tampdn de lavado

(Tween® 20 al 0,1% en PBS), se transfieren a cada hoyo 100 pl de la solucion del
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anticuerpo anti-TWEAK, se incuba la placa a temperatura ambiente durante 1 h y
después se lava cuatro veces con tampén de lavado. Se llenan los hoyos con
100 pl de anticuerpo de deteccion anti-FLAG-HRP diluido 1:5000 en tampén de
bloqueo y se incuban a temperatura ambiente durante 1 h. Se realizan cuatro
pasos mas de lavado, se revelan las sefales por adicion de 100 pl de una solu-
cion de 3,3,5,5-tetrametil-bencidina (TMB) durante aproximadamente diez minu-
tos. Se interrumpe la reaccién afadiendo 100 pl de HCI 1 N y se lee la absorban-
cia a 450 nm (longitud de onda de referencia: 620 nm). Los resultados se recogen
en la tabla 6.

Ejemplo 5

Neutralizacion de la interaccion TWEAK-Fn14 (raton)

El ensayo ELISA de la interacciéon de la TWEAK murina/ Fn14 murina se
realiza con arreglo a un principio similar al descrito para las proteinas humanas,
pero empleando un sistema diferente de deteccion, ya que la TWEAK murina
soluble no se marca. Resumiendo, se recubren las placas Maxisorp con Fn14
murino:Fc (dominio extracelular de ratén Fn14 (aminoacidos 1-75) fusionado con
la porcién Fc de la IgG1 humana) del modo descrito previamente para el Fn14:Fc
humano, se bloquean y se lavan. Se preincuba la TWEAK murina soluble a razén
de 4 ng/ml con anticuerpos anti-TWEAK o el liquido sobrenadante de hibridoma
en tampon de bloqueo y se afiaden 100 pl de la mezcla a cada hoyo de la placa
recubierta con Fn14. Después de incubar a temperatura ambiente durante 1 h y
lavar cuatro veces se afade el anticuerpo de la TWEAK anti-raton biotinilado a
razon de 125 ng/ml en tampén de bloqueo a temperatura ambiente durante 1 h y
despues se efectlan otros cuatro pasos de lavado. Se detecta el anticuerpo anti-
TWEAK por incubacion con estreptavidina-HRP, diluida 1:5000 en tampén de
bloqueo, a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se revela la sefial y se lee

la absorbancia del modo descrito antes. Los resultados se recogen en las tablas

6ay 6b.
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Ejemplo 6

ELISA de la secrecion de la IL-8

El bloqueo de la actividad de la TWEAK por los anticuerpos anti-TWEAK
en un sistema celular se pone de manifiesto en un ensayo de secrecién de la IL-8
empleando células de melanoma A375. Se siembran 10.000 células A375 (ATCC
n°® CRL1619) por hoyo en una placa de cultivo celular de 96 hoyos en 100 pl de
medio de cultivo (DMEM con 4,5 g/l de glucosa, con piruvato y GlutaMAX™ /10%
de FBS) y se incuban a 37°C/5% de CO, durante 48 h. Se preincuba la TWEAK
humana recombinante soluble a razén de 300 ng/ml con diferentes concentracio-
nes de anticuerpos anti-TWEAK en medio de cultivo a temperatura ambiente du-
rante 30 minutos. Después se afiaden a cada hoyo de la placa de cultivo celular
50 pl de la mezcla y después se realiza otra incubacion de 48 h para permitir la
secrecion de la IL-8. Se separan 20 pl del liquido sobrenadante del cultivo celular
después de centrifugar la placa durante cinco minutos a 200 x gvy se mezclan con
980 yl del diluyente llamado RD5P Calibrator Diluent del kit llamado “CXCL8
Quantikine ELISA” (R&D Systems). Se detecta la IL-8 mediante un ensayo ELISA

con arreglo a las instrucciones del fabricante. Los resultados se recogen en las

tablas 6a y 6b.
Tabla 6a
Inhibicion de la interaccion TWEAK- | secrecion
Fn14 de IL-8
TWEAK humana | TWEAK murina IC50
Anticuerpo IC50 [ng/ml] IC50 {ng/ml] [ng/ml]
TW-301 conejo 3,4 4,7 128
TW-304 conejo 2,8 3,6 109
TW-305 conejo 2,5 3,3 99
TW-301chi quimérico 2,8 6,4 121
TW-304chi quimérico 2,6 4,4 122
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TW-305chi quimerico 2,6 4,9 104

Tabla 6b

Inhibicién de la

interaccién Biacore t/2 dis. [min]

humano|murino|secrecién
Anti- | SEQID IC50 | IC50 |delalL8| 25°C | 25°C | 37°C | 37°C

cuerpo NO [ng/ml] |[ng/ml]| [ng/ml} |humano|murino|humano| murino

Lo27 27, 41 2,3 8,2 197 110 19 147 19

28 27,44 1,5 6,5 165 87 19 115 17

29 27,45 1,8 5,7 78 146 22 195 21

30 26, 47 2,3 7,6 207 50 17 45 15

31 29, 44 1,7 71 94 115 19 151 19

32 31, 45 1,5 54 134 67 17 50 20

33 29, 41 1,7 6,7 26 127 19 99 15

34 29, 39 1,9 5,9 24 158 22 185 20

Ejemplo 7
Determinacion de la region de epitope de TW-301, TW-304, TW-305

Se emplea un instrumento Biacore 2000 junto con el programa informatico
Biacore Evaluation Software 4.0. El tampén de muestra y de sistema es el HBS-
ET de pH 7,4. Debido a la fuerte fijacion inespecifica del analito TWEAK sobre el
epitope de la superficie del sensor no se puede realizar el mapeo de los anticuer-
pos individuales con el ensayo habitual de competicion cruzada Biacore, descrito
por Johne, B. y col.,, J. Immun. Meth. 160, 191-198, 1993.

Debido a las propiedades bioquimicas individuales de la proteina TWEAK
se tiene que desarrollar otro método empleando la TWEAK como ligando. La

TWEAK biotinilada se inmoviliza sobre la superficie de un chip recubierto con
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estreptavidina y se mide el recubrimiento del epitope con los anticuerpos inyecta-
dos sucesivamente (anticuerpo 1). El objetivo es detectar los niveles relativos de
fijacion de un anticuerpo secundario (anticuerpo 2) en presencia de un anticuerpo
primario fijado previamente. A partir de estos niveles relativos de fijacion se calcu-
la un cociente (Ab2/Ab1, proporcién molar expresada en %, tabla 7).

Se inmovilizada la TWEAK biotinilada 5 nM a razén de 20 pl/min durante 1
min en una celdilla de flujo de sensor recubierta con estreptavidina. Se inyectan
sucesivamente los anticuerpos (mAb) primario y secundario a razéon de 10 pl/min
durante 4 min en el sistema en una concentracién en cada caso de 100 nM hasta
lograr la saturacién de los correspondientes epitopes de la TWEAK. Como refe-
rencia se emplea una celdilla de flujo recubierta con SA.

Se lava el sistema con HBS-ET durante 20 s a razén de 30 pl/min y des-
pués se efectian dos pasos de regeneracion de 1 min a razén de 30 pl/min Gua-
dHCI 6 M y HCI 100 mM. Estos pasos de regeneracion arrancan los mAbs fijados
de la superficie del sensor y se desnaturaliza de modo irreversible la TWEAK bio-
tinilada inmovilizada. Se repite el proceso con la inmovilizacién de proteina
TWEAK nativa biotinilada (alimentada de modo discontinuo) en la misma celdilla
de flujo hasta que la superficie del sensor de estreptavidina quede totalmente

saturada de la TWEAK biotinilada.

Tabla7
MR % Anticuerpo 2 ’
Anticuerpo 1 TW-301chi | TW-304chi TW-305chi
TW-301chi 0 6 9
TW-304chi 0 0 3
TW-305chi 0 1 0

El ensayo de bloqueo cruzad indica que los valores de accesibilidad de

los anticuerpos en cuestion son inferiores al 10 %, lo cual esta dentro de los valo-
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res de ruido de fondo de este ensayo. Se pone claramente de manifiesto que la
TW-301chi, TW-304chi y TW-305chi se fijan sobre la misma region de epitope.

Ejemplo 8

Inhibicién “in vivo” de la artritis inducida con colageno (modelo murino de
la artritis reumatoide) - El anticuerpo 305 (quimérico; TW305) inhibe la artritis in-
ducida con colageno, un modelo de la artritis reumatoide

Se inmunizan razones macho DBA1/J (Jackson Laboratory, Bal Harbor,
Maine), de 6 a 8 semanas de edad, con colageno bovino de tipo Il en adyuvante
de Freund completo y 3 semanas después en adyuvante de Freund incompleto
(dosis inicial, dia 0). Se administra a los ratones el anticuerpo quimérico 305 (=
TW305, ver figura 1) (10 mg/kg, n = 12), Enbrel (10 mg/kg, n = 12) o vehiculo
(solucion salina tamponada con fosfato, n = 12) en dias alternos, empezando el
dia antes de la dosis inicial. Se examinan los ratones para determinar si sufren
artritis los dias 0, 2, 5, 7, 9, 12 y 14 después de la dosis inicial. Se evalla la seve-
ridad de la artritis con arreglo a la puntuacién siguiente: 1 = hinchamiento y/o rojez
de un dedo; 2 = hinchamiento de dos o0 mas articulaciones; 3 = hinchamiento abul-
tado de la pata con mas de dos articulaciones afectadas; 4 = artritis severa de
toda la pata y dedos. Si se compara con el vehiculo, el TW-305 reduce significati-
vamente la puntuacién clinica (p<0,05, dia 14), en una magnitud similar a la del

Enbrel, bloqueador del TNF. Los resultados se recogen en la figura 1.
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REIVINDICACIONES H

1. Variante quimérica, humanizada o reducida del epitope de las
células T de un anticuerpo que contiene un dominio variable de cadena ligera

de SEQ ID NO: 17 y un dominio variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 21.

2. Anticuerpo que se fija sobre la TWEAK humana, caracterizado
porque contiene una CDR1H de SEQ ID NO: 22, una CDR2H de SEQ ID NO:
23, una CDR3H de SEQ ID NO: 24 y una CDR1L de SEQ ID NO: 18, una
CDR2L de SEQ ID NO: 19, una CDR3L de SEQ ID NO: 20.

3. Anticuerpo segun la reivindicacién 2, caracterizado porque contiene
a) un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 27 y un dominio
variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 41,

b) un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 27 y un dominio
variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 44,

¢) un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 27 y un dominio
variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 45,

d) un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 26 y un dominio
variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 47,

e) un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 29 y un dominio
variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 44,

f) un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 31 y un dominio
variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 45,

g) un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 29 y un dominio
variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 41, o

h) un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 29 y un dominio

variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 39.
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4. Anticuerpo segun la reivindicacion 2, caracterizado porque contiene
a) un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 27 y un dominio
variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 41,

b) un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 27 y un dominio
variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 45,

c) un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 29 y un dominio
variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 44,

d) un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 29 y un dominio
variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 41, o

e) un dominio variable de cadena ligera de SEQ ID NO: 29 y un dominio

variable de cadena pesada de SEQ ID NO: 39.

5. Anticuerpo segun la reivindicacién 2, caracterizado por una
combinacion de una secuencia variable de cadena ligera/ secuencia variable de
cadena pesada elegida entre el grupo formado por las SEQ ID NO: 17/SEQ ID
NO: 21, 25/37, 26/38, 27/39, 28/40, 29/41, 30/42, 31/43, 32/44; 33/45, 34/46,
35/47, 36/48.

6. Composicién farmacéutica caracterizada porque contiene un
anticuerpo segun las reivindicaciones de 1 a 5 en un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

7. Acido nucleico que codifica a un anticuerpo segin las

reivindicaciones de 1 a 5.

8. Vectores de expresion caracterizados porque comprenden un acido
nucleico segun la reivindicacion 9 para la expresién de un anticuerpo que se fija

sobre la TWEAK en una célula hospedante procariota o eucariota.

A
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9. Célula hospedante procariota o eucariota que contiene un vector

segun la reivindicacion 10.

10. Método para la produccién de un anticuerpo recombinante segun
las reivindicaciones de 1 a 5, caracterizado por:

a) expresar un acido nucleico segun la reivindicacion 9 en una célula
hospedante procariota o eucariota, y

b) recuperar dicho anticuerpo de dicha célula o del liquido

sobrenadante del cultivo celular.

~



