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ANTICUERPOS CONTRA LA TWEAK HUMANA Y USOS DE LOS MISMOS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Un anticuerpo que se fija sobre la TWEAK y se caracteriza porque como
dominio variable de cadena larga contiene una CDR3H elegida entre el grupo
formado por las SEQ ID NO: 8, 16 y 24 es util para el tratamiento del cancer o de
enfermedades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis psoriatica, enferme-
dades musculares, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis multiple, enfermedades
renales cronicas, enfermedades dseas, p.ej. la degeneracion 6sea en el mieloma
multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y las lesiones vascu-

lares.

SECTOR: Industria Biotecnologica; anticuerpos utiles en el tratamiento de enfer-

medades autoinmunes.
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ANTICUERPOS CONTRA LA TWEAK HUMANA Y USOS DE LOS MISMOS
La presente invencién se refiere a anticuerpos contra la TWEAK humana
(anticuerpos anti-TWEAK), a métodos para su produccion, composiciones farma-

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

Antecedentes de la invencion

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 fijacién 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 sefalizacion 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 érganos principales, por ejemplo el corazén,
el cerebro, los musculos esqueléticos y el pancreas, tejidos relacionados con el
sistema inmune, por ejemplo el bazo, los nédulos linfaticos y el timo. EI mRNA de
la Fn14 se ha detectado en el corazdn, el cerebro, los pulmones, 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 isquémica, edema cerebral, la esclerosis multiple.
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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 larga contiene una region
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 corta varia-
ble de SEQ ID NO: 1 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 5, de un anti-
cuerpo que contiene una cadena corta variable de SEQ ID NO: 9 y una cadena
larga variable de SEQ ID NO: 13 o de un anticuerpo que contiene una cadena
corta variable de SEQ ID NO: 17 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 21.

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 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
NO: 8 y una CDR1L de SEQ ID NO: 2, una CDR2L de SEQ ID NO: 3, una CDR3L
de SEQ ID NO: 4.



10

15

20

25

- 3 -

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 corta 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 larga 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 59.

En una forma de ejecucion, el anticuerpo se caracteriza por contener co-
mo secuencia de dominio variable de cadena corta una secuencia elegida entre el
grupo formado por las SEQ ID NO: 17, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,34, 35y
36 y como secuencia de dominio variable de cadena larga 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 combinacién de cadenas variables cortas y largas elegi-
das 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
significa un anticuerpo que contiene una cadena corta variable de SEQ ID NO: 17

y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 21).
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Una forma de ejecucion de la invencidon 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 ejecucion 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 invencidon es un anticuerpo que se fija a la
TWEAK humana, caracterizado porque contiene a) una cadena corta variable de
SEQ ID NO: 27 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 41, b) una cadena
corta variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 44,
c) una cadena corta variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena larga variable de
SEQ ID NO: 45, d), una cadena corta variable de SEQ ID NO: 26 y una cadena
larga variable de SEQ ID NO: 47, e), una cadena corta variable de SEQ ID NO: 29
y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 44, f), una cadena corta variable de
SEQ ID NO: 31 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 45 o g) una cadena
corta variable de SEQ ID NO: 29 y una cadena larga variable 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 corta variable de
SEQ ID NO: 27 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 41, b) una cadena
corta variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 44,
c) una cadena corta variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena larga variable de

SEQ ID NO: 45, d) una cadena corta variable de SEQ ID NO: 26 y una cadena
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larga variable de SEQ ID NO: 47, e) una cadena corta variable de SEQ ID NO: 29
y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 44, f) una cadena corta variable de
SEQ ID NO: 31 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 45, g) una cadena
corta variable de SEQ ID NO: 29 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 41 o
h) una cadena corta variable de SEQ ID NO: 29 y una cadena larga 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 ejecucion de la invencion es un anticuerpo que se fija a la
TWEAK humana, caracterizado porque contiene una cadena corta variable de
SEQ ID NO: 27 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 41, b) una cadena
corta variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 45,
c) una cadena corta variable de SEQ ID NO: 29 y una cadena larga variable de
SEQ ID NO: 44, d) una cadena corta variable de SEQ ID NO: 29 y una cadena
larga variable de SEQ ID NO: 41 o e) una cadena corta variable de SEQ ID NO:
29 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 39.

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-
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cion, el anticuerpo que se fija a la TWEAK y 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 invencion 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 ICsp de 4,9 ng/ml o inferior.

Con preferencia, un anticuerpo segun la invenciéon 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 o0 mas, con preferencia de 110 minutos
0 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.ej. 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 segun la invencién inhibe la interaccién
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, 1Csp significa la canti-
dad de anticuerpo que bloquea el 50% de la interaccion 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
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preferencia con las mutaciones S228P y L235E. Con preferencia, el anticuerpo es
un anticuerpo humano o humanizado.

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

Otra forma de ejecucion de la invencién es el uso de un anticuerpo segun
la invencion para la fabricacion 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 multiple, las
enfermedades renales cronicas, las enfermedades Oseas, p.ej. la degeneracion
Osea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y
las lesiones vasculares.

Otra forma de ejecucion de la invencion es un anticuerpo segun la inven-
cion para la fabricacién 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 multiple, las enfermedades
renales cronicas, las enfermedades Oseas, p.ej. la degeneracion 6sea en el mie-
loma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y las lesiones
vasculares.

Otra forma de ejecucion 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 pulmdn o de pancreas.

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 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
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Osea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y
las lesiones vasculares.

Otra forma de ejecucion de la invencién es el uso de un anticuerpo segun
la invencién 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 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.

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 pulmén o de pancreas.

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

Otra forma de ejecucion de la invencion un acido nucleico que codifica un
dominio variable de cadena larga y/o un dominio variable de cadena corta de un
anticuerpo segun la invencion.

La invencion proporciona ademas vectores de expresion que contienen el
acido nucleico segun la invencién, 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 invencién comprende ademas una célula hospedante procariota o eu-
cariota que contiene un vector segun la invencion.

La invencion comprende ademas un método para la produccion de un an-
ticuerpo humano o humanizado recombinante segun la invencién, caracterizado
porque expresa un acido nucleico segun la invencion en una célula hospedante

procariota o eucariota y para la recuperacion de dicho anticuerpo de dicha célula
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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
pulmén 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 crénicas, enfermedades éseas, p.€j. la
degeneracion 6sea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefri-
tis por lupus vy 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.ej. la distrofia muscular, la esclerosis multiple, enfermedades
renales cronicas, enfermedades 6seas, p.ej. la degeneracion 6sea 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 invencion que se fije sobre la
TWEAK. El anticuerpo se administra con preferencia en una composicion farma-
céutica.

Otra forma de ejecucion de la invenciéon es un método para 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 muscular, la esclerosis
multiple, enfermedades renales cronicas, enfermedades 6seas, p.€j. la degenera-

cion 6sea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por



10

15

20

25

- 10 -
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.ej. la distrofia
muscular, la esclerosis multiple, enfermedades renales cronicas, enfermedades
Oseas, p.ej. la degeneracion 6sea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso
sistémico, la nefritis por lupus y las lesiones vasculares y para la fabricacion de
una composicion farmacéutica segun la invencién. La invencion comprende ade-
mas un método para la fabricacion de una composicion farmacéutica segun la
invencion.

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

La invencion proporciona ademas una composicion 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 Kkit.

Breve descripcion 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

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 invencion son con preferencia anticuerpos humanizados, anticuerpos quimeé-
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ricos u otros anticuerpos de ingenieria genética, en el supuesto de que conserven
las propiedades caracteristicas segun la invencién.

Los “fragmentos de anticuerpo” abarcan una porcién 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
unién funcional al antigeno.

Los términos “anticuerpo monoclonal’” o “composicion de anticuerpo mo-
noclonal” se emplean aqui para indicar una preparacion de moléculas de anti-
cuerpo que tienen una composicion unica 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.

El término “anticuerpo quimérico” indica un anticuerpo monoclonal que
contiene una regioén variable, es decir, una regién de fijacion, de una fuente o es-
pecie y por lo menos una porcion 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
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region variable murina y una regién constante humana. Tales anticuerpos quimeé-
ricos murino/humanos son el producto de genes de inmunoglobulina expresada
qgue 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 invencidn 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 obtencidon de anticuerpos quimeéricos incluyen las técnicas convencio-
nales de DNA recombinante y las técnicas de transfeccion 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 || MHC).
Son este método se identifican las interacciones entre las cadenas laterales de
aminoacidos del péptido y las bolsas especificas de fijacion, que tienen el surco
de fijacion de la case Il 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 invencion indican un anticuerpo que se capaz
de fijarse sobre la TWEAK con una afinidad suficiente para que el anticuerpo sea
util 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 disociacién (Kd) de 10”° M o inferior, p.ej. de 10° M a 10" M.
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El “dominio variable” (dominio variable de una cadena corta (V.), dominio
variable de una cadena larga (Vy)) se emplea aqui para indicar cada uno de los
pares de dominios de cadena corta y de cadena larga que intervienen directamen-
te en la fijacion del anticuerpo sobre el antigeno.

Los dominios variables de cadena larga y corta tienen la misma estructura
general y cada dominio consta de cuatro regiones estructurales (framework, FR),
cuyas secuencias estan ampliamente conservadas, conectadas a tres “regiones
hipervariables” (o regiones determinantes de complementariedad, CDR). Las re-
giones estructurales adoptan una configuracion de lamina B y las CDR pueden
formar bucles que conectan con la estructura de lamina . Las CDR de cada ca-
dena se mantienen en su estructura tridimensional gracias a las regiones estructu-
rales y junto con las CDR de la otra cadena forman el sitio de fijacién sobre el
antigeno. Las regiones CDR3 de cadena larga y corta 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 invencién.

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 fijacidn sobre el antigeno. La porcion 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 regién hipervariable ya definidos pre-
viamente. Por consiguiente, los dominios variables de cadena corta y larga de un
anticuerpo contienen desde el extremo N al C de los dominios FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, CDR3 y FR4. En especial, la CDR3 de cadena larga es la region que
contribuye en mayor medida a la fijacién sobre el antigeno y define las propieda-
des del anticuerpo. Las regiones CDR y FR se determinan con arreglo a la defini-

cion estandar de Kabat y col., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52
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ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991) y/o
los restos de un “bucle hipervariable”.

El término “CDR1H” indica la regién CDR1 de la regién variable de cade-
na larga calculada con arreglo a Kabat. CDR2L, CDR3H, etc. indican las regiones
correspondientes de la cadena larga (H) o de la cadena corta (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 forma de region
CDR1 de cadena larga variable CDR1 en su cadena larga variable. 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 significa que el anticuer-
po contiene en su cadena larga 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, cddigo 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).

Un acido nucleico es “unido operativamente” cuando esta situado en rela-
cion 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 secrecion del polipéptido; un promo-
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tor o intensificador esta 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 union se realiza por ligacion en los
sitios de restriccion adecuados. Si no existen tales sitios, entonces se emplean
adaptadores oligonucledtidos 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 bioldgica, 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
descomposicion de anticuerpos con papaina. En funcion de la secuencia de ami-
noacidos de la region constante de sus cadenas largas, los anticuerpos se dividen
en los subgrupos: IgA, IgD, IgE, 1gG 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 1gG4, IgA1 e IgA2. Con

arreglo a las regiones constantes de cadena larga, los diferentes grupos de inmu-
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noglobulinas se denominan a, 9, €, y y W, respectivamente. La parte Fc de un anti-
cuerpo no interviene directamente en la ADCC (citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpo) ni en la CDC (citotoxicidad dependiente de comple-
mento) basadas en la activacion de complemento, fijacién sobre el C1q y fijacion
sobre el receptor de Fc. La activacion de complemento (CDC) se inicia uniendo el
factor de complemento C1q a la parte Fc de la mayor parte de subgrupos de anti-
cuerpos IgG. La influencia de un anticuerpo en el sistema de complemento de-
pende 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 fija-
cion 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; ldusogie, E.E. y col., J. Immunol. 164, 4178-4184, 2000; Hezareh, M. y col.,
J. Virology 75, 12161-12168, 2001; Morgan, A. y col., Immunology 86, 319-324,
1995; EP 0307434. Tales sitios de fijacién son p.ej. L234, L235, D270, N297,
E318, K320, K322, P331 y P329 (numeracién con arreglo al indice EU de Kabat,
E.A., ver mas abajo). Los anticuerpos de los subgrupos IgG1, 1gG2 y IgG3 nor-
malmente presentan activacién de complemento y fijacion sobre el C1q y C3,
mientras que el IgG4 no activa el sistema de complemento y no se une al C1q ni
al C3.

En una forma de ejecucion, el anticuerpo segun la invencion 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
derivada de origen humano” indica una parte Fc que es una parte Fc de un anti-
cuerpo humano de los subgrupos IgG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4, con preferencia una
parte Fc del subgrupo IgG1 humano, una parte Fc mutada del subgrupo IgG1

humano (con preferencia con una mutacién en L234A + L235A), una parte Fc del
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subgrupo IgG4 humano o una parte Fc mutada del subgrupo IgG4 humano (con
preferencia con una mutacion en S228P y L235E). Son especialmente preferidas
las regiones constantes de cadena larga 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 1gG4
humano con las mutaciones S228P y L235E).

Con preferencia, el anticuerpo segun la invencion es del subgrupo 1gG1
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 larga humana util comprende una secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 52 6 28. Por ejemplo, una region constante de cadena corta
humana util comprende una secuencia de aminoacidos de una region constante
de cadena corta 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 edicién, DIANE Publis-
hing (1992)).

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

cion con fines terapéuticos.
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La invencion proporciona el uso de un anticuerpo segun la invencion para
la fabricacion 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.€j. la distrofia muscular, la esclerosis multiple, enfermedades renales croni-
cas, enfermedades Oseas, p.ej. la degeneracién 6sea en el mieloma multiple, el
lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y las lesiones vasculares.

La invencion proporciona el uso de un anticuerpo segun la invencion para
el tratamiento del cancer o de enfermedades inflamatorias, con preferencia para el
tratamiento del cancer de colon, de pulmoén 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 multiple, enferme-
dades renales cronicas, enfermedades Oseas, p.ej. la degeneracién 6sea en el
mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y las lesio-
nes vasculares.

Otra forma de ejecucioén 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 larga del anticuerpo segun la invencion y el aci-
do nucleico que codifica la cadena corta 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
célula hospedante o del liquido sobrenadante del cultivo celular.

Los anticuerpos segun la invencién se producen con preferencia por mé-
todos recombinantes. Estos métodos son ampliamente conocidos en el estado de
la técnica y comprenden la expresion 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-
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nas corta y larga o fragmentos de las mismas en vectores de expresion por méto-
do estandar. La expresidn se realiza en células hospedantes procariotas o euca-
riotas 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 produccion 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 expresiéon 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 clonacion 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.
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 Cytotechnolo-
gy 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 purificacion de inmunoglobu-



10

15

20

25

- 20 -
linas, por ejemplo, cromatografia de proteinas a través de A-Sepharose, hidroxila-
patita, electroforesis a través de gel, didlisis o cromatografia de afinidad. EIl 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 expresion, 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 preparacién 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 larga y corta segun la invencion se
combinan con secuencias de promotor, inicio de traduccion, regién constante,
region 3’ sin traducir, poliadenilacion y terminacién de transcripcion, para formar
los constructos de vectores de expresion. Los constructos de expresion de cade-
na larga y corta pueden combinarse en un solo vector, co-transfectarse, transfec-
tarse en serie o transfectarse por separado a células hospedantes, que después
se fusionan para formar una célula hospedante individual que expresa ambas
cadenas.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion, p.ej.

una composicién farmacéutica, que contiene un anticuerpo o una combinacién de
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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 isoténicos y agentes que retrasan la absorcion/resorcién y
similares, que son fisiologicamente compatibles. Con preferencia, el vehiculo es
idéneo para la inyeccion o la infusion.

Una composicion de la presente invencion puede administrarse por una
gran variedad de métodos ya conocidos en la técnica. Los expertos podran en-
tender facilmente que la via y/o el modo de administracion pueden variar en fun-
cion 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 solucién salina tamponada isotoni-
ca.

Con independencia de la via de administracion elegida, los compuestos
de la presente invencién, que pueden utilizarse en una forma hidratada apropiada
y/o las composiciones farmacéuticas de la presente invencion, se formula en for-
mas de dosificacion farmacéuticamente aceptables por métodos convencionales,
que los expertos ya conocen.

Los niveles actuales de dosificaciéon de los ingredientes activos en las
composiciones farmacéuticas de la presente invencion 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, composicién y modo de administra-
cion concretos, sin que sean toxicos para el paciente (cantidad eficaz). El nivel de

dosificacion elegido dependera de un gran numero de factores farmacocinéticos,
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incluida la actividad de las composiciones concretas de la presente invencidén 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 excrecion 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 invencion 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
Oseas, p.ej. la degeneracion 6sea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso
sistémico, la nefritis por lupus y las lesiones vasculares.

La invencién 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
composicion farmacéutica que contiene un anticuerpo segun la invencién junto
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y el uso del anticuerpo segun la
invencion para dicho método.

La invencion proporciona ademas el uso de un anticuerpo segun la inven-
cion en una cantidad eficaz para fabricar un agente farmacéutico, con preferencia
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
psoriatica, enfermedades musculares, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis

multiple, enfermedades renales cronicas, enfermedades 6seas, p.e€j. la degenera-



10

15

- 23 -
cion 6sea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por
lupus y las lesiones vasculares.

La invencion proporciona también el uso de un anticuerpo segun la inven-
cion en una cantidad eficaz para la fabricacion de un agente farmacéutico, 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
pulmén 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 crénicas, enfermedades éseas, p.gj. la
degeneracion 6sea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefri-
tis por lupus vy las lesiones vasculares.

Descripcion de las secuencias

Tabla 1

Anticuerpo 301

dominio variable de de cadena corta (VL) de conejo SEQ ID NO: 1
CDR1L SEQ ID NO: 2
CDR2L SEQ ID NO: 3
CDR3L SEQ ID NO: 4
dominio variable de cadena larga (VH) de conejo SEQ ID NO: 5
CDR1H SEQ ID NO: 6
CDR2H SEQ ID NO: 7
CDR3H SEQ ID NO: 8
cadena corta quimérica 301 SEQ ID NO: 56
cadena larga quimérica 301 SEQ ID NO: 57
Tabla 2

Anticuerpo 304

dominio variable de cadena corta (VL) de conejo SEQ ID NO: 9

CDR1L SEQ ID NO: 10

CDR2L SEQ ID NO: 11
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CDR3L SEQ ID NO: 12
dominio variable de cadena larga (VH) de conejo SEQ ID NO: 13
CDR1H SEQ ID NO: 14
CDR2H SEQ ID NO: 15
CDR3H SEQ ID NO: 16
cadena corta quimérica 304 SEQ ID NO: 58
cadena larga quimérica 304 SEQ ID NO: 59
Tabla 3
Anticuerpo 305
dominio variable de cadena corta (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 larga (VH) de conejo SEQ ID NO: 21
CDR1H SEQ ID NO: 22
CDR2H SEQ ID NO: 23
CDR3H SEQ ID NO: 24
cadena corta quimérica 305 SEQ ID NO: 25
variante humanizada de VL, 305-LC1 SEQ ID NO: 26
variante humanizada de VL, 305-LC2 SEQ ID NO: 27
variante humanizada de VL, 305-LC3 SEQ ID NO: 28
variante humanizada de VL, 305-LC4 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
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 larga 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
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variante humanizada de VH, 305-HC3 SEQ ID NO: 40
variante humanizada de VH, 305-HC4 SEQ ID NO: 41
variante humanizada de VH, 305-HC5 SEQ ID NO: 42
variante humanizada de VH, 305-HCG6 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 corta kappa humana SEQ ID NO: 49
cadena corta 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

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

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

10 Ejemplo 1

Descripcion de la inmunizacion

Inmunizacién de conejos con TWEAK humana/murina
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Se inmunizan conejos blancos de Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus)
con 400 ug 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 concentracion. La dosis de refuerzo final se inyecta por via intraveno-
sa de 200 yg 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 fijacién 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 pg/ml, 25 pl/hoyo, en tampdn de recubrimiento de carbonato 0,5 M, de pH 9,5,
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 tampén 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
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1:5000 en tampdn de bloqueo, a temperatura ambiente durante 1 h. Se revela la
sefal 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.

Ejemplo 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 tampdn 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 ul/min. El tampdn 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 ul/min durante un tiempo de
asociacion de 2 min. Se hace el seguimiento de la disociaciéon de los inmunocom-
plejos durante 5 min. Se lava la superficie del sensor con HBS-ET durante 10
segundos y se regenera realizando inyecciones de 2x2 minutos con glicina 10 mM
de pH 2,25. Se efectua 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-
300s] para calcular la constante de disociacion 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.
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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 corta kappa
humana de la SEQ ID NO: 49 y la region constante de la IgG1 humana de la SEQ
ID NO: 51

En otro ensayo se determina la vida de los complejos de anticuerpo-
TWEAK (/2 dis. [min] a 25°C) del TWI-305chi quimérico y de la versién quimérica
del P2D10 de WO 2006/130374 (los dos anticuerpos quiméricos tienen regiones
constantes humanas de la regidon constante humana kappa de cadena corta de la

SEQ ID NO: 49 y de la region 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
P2D10 quimérico quimérico” 76 41

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

humana de la SEQ ID NO: 49 y la regién 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-
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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
degeneracion 6sea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefri-
tis por lupus y lesiones vasculares.

Ejemplo 4

Neutralizacion de la interaccion TWEAK-Fn14 (humana)

El bloqueo de la interaccion TWEAK humana/Fn14 humano se pone de
manifiesto con un ensayo ELISA de interaccién con el receptor. Se recubren pla-
cas Maxisorp® de 96 hoyos (Nunc) con 100 yl 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 solucion 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 tampén de lavado
(Tween® 20 al 0,1% en PBS), se transfieren a cada hoyo 100 pl de la solucién del
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 detecciéon 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 sefiales 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 reaccion anadiendo 100 yl de HCI 1 N y se lee la absorban-
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cia a 450 nm (longitud de onda de referencia: 620 nm). Los resultados se recogen
en la tabla 6.

Ejemplo 5

Neutralizacién de la interaccion TWEAK-Fn14 (ratén)

El ensayo ELISA de la interaccion 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 deteccién, ya que la TWEAK murina
soluble no se marca. Resumiendo, se recubren las placas Maxisorp con Fn14
murino:Fc (dominio extracelular de raton Fn14 (aminoacidos 1-75) fusionado con
la porcion 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 anaden 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 anade el anticuerpo de la TWEAK anti-ratén biotinilado a
razon de 125 ng/ml en tampon de bloqueo a temperatura ambiente durante 1 h'y
después se efectuan 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.

Ejemplo 6

ELISA de la secrecién 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 secrecion 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%
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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 yl de la mezcla y después se realiza otra incubacion de 48 h para permitir la
secrecion de la IL-8. Se separan 20 ul del liquido sobrenadante del cultivo celular
después de centrifugar la placa durante cinco minutos a 200 x g y se mezclan con
980 ul 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
TW-305chi quimérico 2,6 4.9 104
Tabla 6b
Anti- | SEQ ID | Inhibicién de la |secrecion
cuerpo NO interaccion |delaIL8 Biacore t/2 dis. [min]
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humano [murino| [ng/ml]
IC50 | IC50 25°C | 25°C | 37°C | 37°C

[ng/ml] |[ng/ml] humano |murino|{humano| murino

27 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 7,1 94 115 19 151 19
32 31,45 1,5 5,4 134 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

Determinacién 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 tampdn 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 competicidén 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
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, proporcion molar expresada en %, tabla 7).
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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 razén de 10 ul/min
durante 4 min en el sistema en una concentracion 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 ul/min y des-
pués se efectuan dos pasos de regeneracion de 1 min a razén de 30 pl/min
GuadHCI 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 biotinilada inmovilizada. Se repite el proceso con la inmovilizacion de
proteina TWEAK nativa biotinilada (alimentada de modo discontinuo) en la misma
celdilla de flujo hasta que la superficie del sensor de estreptavidina quede total-

mente saturada de la TWEAK biotinilada.

Tabla 7
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-
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
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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
(solucidn 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 evalua la seve-
ridad de la artritis con arreglo a la puntuacion siguiente: 1 = hinchamiento y/o rojez
de un dedo; 2 = hinchamiento de dos o 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 puntuacion 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

1. Anticuerpo que se fija sobre la TWEAK humana, caracterizado porque
como dominio variable de cadena larga contiene la CDR3H elegida entre el grupo
formado por las SEQ ID NO: 8, 16 y 24.

2. Variante quimérica, humanizada o reducida del epitope de las células T

a) de un anticuerpo que contiene una cadena corta variable de SEQ ID
NO: 1 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 5,

b) de un anticuerpo que contiene una cadena corta variable de SEQ ID
NO: 9 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 13 o

c) de un anticuerpo que contiene una cadena corta variable de SEQ ID
NO: 17 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 21.

3. Anticuerpo segun la reivindicacion 1, caracterizado

a) 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, 0

b) 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, 0

c) 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.

4. Anticuerpo que se fija sobre 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.

5. Anticuerpo que se fija sobre la TWEAK humana, caracterizado porque

contiene una CDR1H de SEQ ID NO: 14, una CDR2H de SEQ ID NO: 15, una
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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.

6. 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.

7. Anticuerpo segun la reivindicacién 6, caracterizado porque contiene a)
una cadena corta variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena larga variable de SEQ
ID NO: 41, b) una cadena corta variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena larga
variable de SEQ ID NO: 44, c) una cadena corta variable de SEQ ID NO: 27 y una
cadena larga variable de SEQ ID NO: 45, d) una cadena corta variable de SEQ ID
NO: 26 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 47, e€) una cadena corta va-
riable de SEQ ID NO: 29 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 44, f) una
cadena corta variable de SEQ ID NO: 31 y una cadena larga variable de SEQ ID
NO: 45, g) una cadena corta variable de SEQ ID NO: 29 y una cadena larga va-
riable de SEQ ID NO: 41 o h) una cadena corta variable de SEQ ID NO: 29 y una
cadena larga variable de SEQ ID NO: 39.

8. Anticuerpo segun la reivindicacién 6, caracterizado porque contiene una
cadena corta variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena larga variable de SEQ ID
NO: 41, b) una cadena corta variable de SEQ ID NO: 27 y una cadena larga va-
riable de SEQ ID NO: 45, c) una cadena corta variable de SEQ ID NO: 29 y una
cadena larga variable de SEQ ID NO: 44, d) una cadena corta variable de SEQ ID
NO: 29 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 41 o e) una cadena corta
variable de SEQ ID NO: 29 y una cadena larga variable de SEQ ID NO: 39.

9. Anticuerpo segun la reivindicacion 6, caracterizado por una combina-
cién de una secuencia variable de cadena corta/ secuencia variable de cadena

larga elegida entre el grupo formado por las SEQ ID NO: 1/SEQ ID NO: 5, 9/13,
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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.

10. Anticuerpo segun la reivindicacion 6, caracterizado porque contiene
una cadena larga variable o variable cadena corta elegida entre el grupo de cade-
nas variables largas o cortas de las SEQ ID NO: 17, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 56, 58, 21, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 57 y 59.

11. Composicion farmacéutica caracterizada porque contiene un anticuer-
po segun las reivindicaciones de 1 a 10.

12. Uso de un anticuerpo segun las reivindicaciones de 1 a 10 para la fa-
bricacion de una composicion farmacéutica.

13. Un anticuerpo segun las reivindicaciones de 1 a 10 para el tratamiento
del cancer o de enfermedades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis pso-
riatica, enfermedades musculares, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis multi-
ple, enfermedades renales crénicas, enfermedades Oseas, p.ej. la degeneracion
Osea en el mieloma multiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y
las lesiones vasculares.

14. Un anticuerpo segun las reivindicaciones de 1 a 10 para el tratamiento
de un cancer de colon, de pulmén o de pancreas.

15. Uso de un anticuerpo segun las reivindicaciones de 1 a 10 para la fa-
bricaciéon de un medicamento destinado al tratamiento del cancer o de enferme-
dades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis psoriatica, enfermedades
musculares, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis multiple, enfermedades rena-
les cronicas, enfermedades 6seas, p.€j. la degeneracion 6sea en el mieloma mul-
tiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y las lesiones vasculares.

16. Uso de un anticuerpo segun las reivindicaciones de 1 a 10 para la fa-
bricacién de un medicamento destinado al tratamiento de un cancer de colon, de

pulmoén o de pancreas.
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17. Acido nucleico que codifica a un anticuerpo segun las reivindicaciones
de 1a10.

18. Vectores de expresion caracterizados porque comprenden un acido
nucleico segun la reivindicacion 17 para la expresiéon de un anticuerpo que se fija
sobre la TWEAK en una célula hospedante procariota o eucariota.

19. Célula hospedante procariota o eucariota que contiene un vector se-
gun la reivindicacion 18.

20. Método para la produccién de un anticuerpo recombinante segun las
reivindicaciones de 1 a 10, caracterizado por expresar un acido nucleico segun la
reivindicacién 17 en una ceélula hospedante procariota o eucariota y recuperar
dicho anticuerpo de dicha célula o del liquido sobrenadante del cultivo celular.

21. Método de tratamiento de un paciente que sufra un cancer o enferme-
dades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis psoriatica, enfermedades
musculares, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis multiple, enfermedades rena-
les cronicas, enfermedades 6seas, p.€j. la degeneracion 6sea en el mieloma mul-
tiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y lesiones vasculares,
caracterizado porque se administra al paciente un anticuerpo segun las reivindi-

caciones de 1 a 10.
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1
<210> 11
<211> 7

<212> PRT
<213>

<400> 11

5

Ser Val Ser Thr Leu Ala Ser

1
<210> 12
<211> 13

<212> PRT
<213>

<400> 12

5

Oryctolagus cuniculus

Oryctolagus cuniculus

10

Gln Cys Ile Asp Tyr Gly Asn Asn Tyr Val Gly Asn Thr

1
<210> 13
<211> 116

<212> PRT
<213>

<400> 13
Gln Ser Leu

1

Leu Thr Leu

Tyr Met Cys
35

Gly Cys Ile
50

Glu

Thr

20

Trp

Tyr

5

Glu

Cys

Val

Val

Ser

Lys

Arg

Gly

Gly

Ala

Gln

Ser
55

Oryctolagus cuniculus

Gly

Ser

Ala

40

Ser

Asp

Gly

Pro

10

Leu Val

10

Phe Ser

Gly Lys

Ala Pro

Lys

Phe

Gly

Tyr
60

Pro

Ser

Leu

45

Tyr

110

Gly

Ser

30

Glu

Ala

Ala

15

Thr

Trp

Ser

Ser

Tyr

Ile

Trp
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Ala Lys
65

Leu Gln

Thr Arg

Thr Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Phe Ser
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Tyr Val
1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Ser Val

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys
70

Met Thr Ser Leu Thr Pro Ala
85

Ser Val His Phe Gly Asp Leu
100 105

Ser Ser
115

14

.

PRT

Oryctolagus cuniculus

14

Phe Ser Ser Thr Tyr
5

15

6

PRT

Oryctolagus cuniculus

15

Gly Ser Ser Gly
5

16

-

PRT

Oryctolagus cuniculus

16

His Phe Gly Asp Leu
5

17
111
PRT
Oryctolagus cuniculus

17

Thr Ser Ser Thr
75

Asp Thr Ala Thr
90

Trp Gly Pro Gly

Thr vVal Ala
80

Tyr Val Cys
95

Thr Leu Val
110

Ala Ile Glu Met Thr Gln Thr Pro Phe Ser Val Ser Ala Ala Val Gly

1

5

10

15
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Gly

Leu

Tyr

Ser

65

Ala

Pro

Thr

Ala

Thr

50

Gly

Asp

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Val

Trp

Ala

Ser

Ala

Thr

18
11
PRT

Oryctolagus cuniculus

18

Thr

20

Tyr

Ser

Arg

Ala

Val
100

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Ala

Asn

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Phe

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Gly

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly
105

Ser Gln

Gln Pro

Val Pro

Thr Ile
75

Thr Ala
90

Thr Glu

Gln Ala Ser Gln Asn Ile Tyr Ser Asn Leu Ala

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

19
-
PRT

Oryctolagus cuniculus

19

5

Thr Ala Ser Tyr Leu Ala Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

20
13
PRT

Oryctolagus cuniculus

20

5

10

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Val

Ile

Lys

45

Arg

Gly

Tyr

Val

Gln Thr Ala Tyr Tyr Asn Ser Arg Pro Asp Thr Val Ala

1

<210>
<211>
<212>

21
120
PRT

5

10

Tyr

30

Leu

Phe

Val

Asn

Val
110

Ser

Leu

Lys

Gln

Ser

95

Lys

Asn

Met

Gly

Cys

80

Arg
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<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 21
Gln Glu GIln Leu Val Glu Ser

1 5

Ser Leu Thr Leu Ser Cys Lys
20

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln
35

Gly Thr val Tyr Val Arg Gln
50 55

Asn Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70

Leu Lys Met Asn Ser Leu Thr
85

Ala Lys Gly Gly Tyr Asn Tyr
100

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115

<210> 22

<211> 7

<212> PRT

<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 22

Gly Phe Asp Phe Ser Thr Tyr

1 5
<210> 23
<211> 6

<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus

<400> 23

Tyr Val Arg Gln Gly Thr

1 5
<210> 24
<211> 11

<212> PRT

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Ala

Asp

Phe
120

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Ala

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ala

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Phe

Val

Asp

Gly

Tyr

60

Gln

Ala

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Thr

Ile

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Thr

Trp

Trp

Val

Phe

95

Gly

Gly

Tyr

Ile

Leu

Asp

80

Cys

Pro
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<213>

<400>

Oryctolagus cuniculus

24

Gly Gly Tyr Asn Tyr Asp Asp Ala Phe Val Ile

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5
25
218
PRT
Artificial

Anticuerpo 305,

25

Ala Ile Glu

1

Gly

Leu

Tyr

Ser

65

Ala

Pro

Thr

Leu

Pro

145

Gly

Thr

Ala

Thr

50

Gly

Asp

Asp

Val

Lys

130

Arg

Asn

Val

Trp

35

Ala

Ser

Ala

Thr

Ala

115

Ser

Glu

Ser

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Arg

Ala

Val

100

Ala

Gly

Ala

Gln

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Ala

Pro

Thr

Lys

Glu
165

Gln

Asn

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Phe

Ser

Ala

Val

150

Ser

Thr

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Gly

Val

Ser

135

Gln

Val

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Phe

120

Val

Trp

Thr

cadena corta

Phe

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly

105

Ile

Val

Lys

Glu

10

quimérica

Ser

10

Ser

Gln

Val

Thr

Thr

90

Thr

Phe

Cys

Val

Gln
170

Val

Gln

Pro

Pro

Ile

75

Ala

Glu

Pro

Leu

Asp

155

Asp

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Val

Pro

Leu

140

Asn

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Gly

Tyr

Val

Ser

125

Asn

Ala

Lys

Ala

Tyr

30

Leu

Phe

Val

Asn

Val

110

Asp

Asn

Leu

Asp

Val

15

Ser

Leu

Lys

Gln

Ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser
175

Gly

Asn

Met

Gly

Cys

80

Arg

Arg

Gln

Tyr

Ser

160

Thr
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Tyr

His

Val

Ser

Lys

Thr
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Leu

Val
195

Lys

26
111
PRT

Ser
180

Tyr

Ser

Ser Thr Leu Thr

Ala Cys Glu Val

200

Phe Asn Arg Gly

Artificial

Anticuerpo 305,

corta

26

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Pro

Arg

Ala

Thr

50

Gly

Asp

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr

27
111
PRT

(VL),

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Val
100

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Ala

Artificial

Anticuerpo 305,

corta

(VL),

215

305-LC1

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Leu Ala

55

Asp Phe
70

Tyr Tyr

Phe Gly

305-LC2

variante

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Leu
185

Thr

Glu

humanizada del dominio variable de cadena

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly
105

Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys

190

His Gln Gly Leu Ser Ser Pro

Cys

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Thr

90

Thr

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Val

205

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Glu

Ser

Tyr

Leu

Phe

Leu

Asn

Ile
110

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser

95

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Arg

variante humanizada del dominio variable de cadena
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<400>

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Pro

Ile

Arg

Ala

Thr

50

Gly

Asp

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

27

Gln

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr

28
111
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Val
100

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Ala

Artificial

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Phe

Anticuerpo 305,
(VL) ,

corta

28

Ala Ile Arg

1

Asp

Leu

Tyr

Ser
65

Arg

Ala

Thr

50

Gly

Val

Trp

35

Ala

Ser

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
70

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Gly

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

variante
305-LC3

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly
105

10

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Thr

90

Thr

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Val

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Glu

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Ile
110

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser

95

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Arg

humanizada del dominio variable

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Phe

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Cys

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Thr

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser
80

de cadena
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11

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Thr Ala Tyr Tyr Asn Ser Arg

85

90

95

Pro Asp Thr Val Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Pro

Ile

Arg

Ala

Thr

50

Gly

Asp

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100
29
111
PRT
Artificial

Anticuerpo 305,

corta

29

Arg

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr

30
111
PRT

(VL) ,

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Val
100

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Ala

Artificial

Anticuerpo 305,

corta

30

(VL),

305-LC4

Gln Ser

Thr Cys

Gln Lys

Leu Ala

55

Asp Tyr
70

Tyr Tyr

Phe Gly

305-LC5

105

Pro Ser

Gln Ala
25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Gly Gly
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Thr

90

Thr

Phe

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Val

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Cys

Tyr

Glu

110

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Ile
110

Thr

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser

95

Lys

variante humanizada del dominio variable de cadena

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Arg

variante humanizada del dominio variable de cadena

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10

15
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Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Asp

Pro

Arg

Ala

Thr

50

Gly

Asp

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Asp

Pro

Ile

Arg

Ala

Thr

50

Gly

Asp

Asp

Val

Trp

Ala

Ser

Phe

Thr

31
111
PRT

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Val
100

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Ala

Artificial

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Phe

Anticuerpo 305,
(VL) ,

corta

31

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Val

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Ala

Gln

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyr

Phe

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Gly

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

variante
305-LC6

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly
105

12

Ser

Lys

Val

Thr

Thr

90

Thr

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Val

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Glu

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Ile
110

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser

95

Lys

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Arg

humanizada del dominio variable

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly

Thr

10

Ser

Lys

Val

Thr

Thr

90

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Val

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Glu

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Ile

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser

95

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Arg

de cadena



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100
32
111
PRT
Artificial

Anticuerpo 305, variante
(VL) ,

corta

32

Asp Ile Gln

1

Gly

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Pro

Thr

Ala

Thr

50

Gly

Asp

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

33
111
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Val
100

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Ala

Artificial

305-LC7

Gln Ser Pro

Thr Cys Gln

Gln Lys Pro
40

Leu Ala Ser
55

Asp Tyr Thr
70

Tyr Tyr Cys

Phe Gly Gly

Anticuerpo 305, variante
(VL) ,

corta

33

305-LC8

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1

5

105

humanizada del dominio variable de cadena

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly
105

humanizada del dominio variable de cadena

13

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Thr

90

Thr

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Val

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Glu

110

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Ile
110

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser

95

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly

10

15

Asp Arg Val Thr Ile Asn Cys Gln Ala Ser Gln Asn Ile Tyr Ser Asn

20

25

30
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Leu Ala

Tyr Thr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Pro Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

Asp Ile

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Thr
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Pro Asp

<210>
<211>

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

Ala Ser Tyr Leu Ala Ser
55

Ser Gly Thr Asp Tyr Thr
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85

Thr Val Ala Phe Gly Gly
100

34

111

PRT
Artificial

Anticuerpo 305, variante
corta (VL), 305-LC9
34

Gln Met Thr Gln Ser Pro

Val Thr Ile Thr Cys Gln
20

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40

Ala Ser Tyr Leu Ala Ser
55

Ser Gly Thr Asp Tyr Thr
70

Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85

Thr Val Ala Phe Gly Gly
100

35
111

- 14 -

Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
45

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
75 80

Gln Thr Ala Tyr Tyr Asn Ser Arg
90 95

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
105 110

humanizada del dominio variable

Ser Ser Val Ser Ala Ser Val Gly

10 15

Ala Ser Gln Asn Ile Tyr Ser Asn
25 30

Gly Gln Pro Pro Lys Leu Leu Ile
45

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
60

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
75 80

Gln Thr Ala Tyr Tyr Asn Ser Arg
90 95

Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
105 110

de cadena
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Pro

Ile

Arg

Ala

Thr

50

Gly

Asp

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ile

Arg

Ala

Thr

PRT

Artificial

Anticuerpo 305,
(VL) ,

corta

35

Gln

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

36
111
PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Arg

Ala

Val
100

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Ala

Artificial

305-

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Phe

Anticuerpo 305,
(VL) ,

corta

36

Gln

Val

Trp

Ala

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Thr

Ile

Gln

Tyr

305-

Gln

Thr

Gln

Leu

variante

LC10

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Gly

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Gly

variante

LC11

Ser

Cys

Lys

Ala

Pro

Gln

Pro

40

Ser

15

humanizada del dominio variable de cadena

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Thr

90

Thr

Val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Lys

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Val

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Glu

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Ile
110

Val Gly
15

Ser Asn

Leu Ile

Lys Gly

Gln Pro
80

Ser Arg
95

Lys

humanizada del dominio variable

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Ser

10

Ser

Lys

Val

Val

Gln

Ala

Pro

Ser

Asn

Pro

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Leu

Phe

Val Gly

15

Ser Asn

Leu Ile

Ser Gly

de cadena



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

50

55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu

65

70

Ala Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln

85

Pro Asp Thr Val Ala Phe Gly Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln

Ser

Tyr

Gly

Asn

65

Leu

Ala

Gly

Phe

Glu

Leu

Met

Thr

50

Gly

Lys

Lys

Thr

Pro
130

100
37
450
PRT
Artificial

Anticuerpo 305,

37

Gln

Thr

Ser

35

Val

Arg

Met

Gly

Leu

115

Leu

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Ala

Val

Ser

Val

Val

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Pro

Glu

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Asn

Val

Ser

Ser

Lys

Gln

Gln

55

Ser

Thr

Tyr

Ser

Ser
135

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ser

Ala

Asp

Phe

120

Lys

105

cadena larga

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Ala

Asp

105

Ala

Ser

16

60

Thr Ile Ser Ser Leu

75

Thr Ala Tyr Tyr

90

Thr Lys Val Glu

quimérica

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ala

Ser

Thr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Phe

Thr

Ser

Val

Asp

Gly

Tyr

60

Gln

Ala

Val

Lys

Gly
140

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Thr

Ile

Gly

125

Gly

Asn

Ile
110

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Gln

Ser

95

Lys

Gly

15

Thr

Trp

Trp

Val

Phe

95

Gly

Ser

Ala

Pro
80

Arg

Gly

Tyr

Ile

Leu

Asp

80

Cys

Pro

Val

Ala
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

375

Glu

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Leu

Pro

Asn

17

Pro

Val

170

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

250

Val

Val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Pro

Thr

Val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Val

Phe

Val

Val

205

Lys

Leu

Thr

Val

Val

285

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

Val

Pro

Val

Ala

175

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

Val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Ser

160

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val



10

15

20

385

Leu

Lys

Glu

Gly

Asp

Ser

Ala

Lys
450

<210>
<211>
<212>

Ser

Arg

Leu

435

38
120
PRT

Asp

Trp
420

His

Gly
405

Gln

Asn

390

Ser

Gln

His

Phe

Gly

Tyr

Phe

Asn

Thr
440

Leu

Val
425

Gln

18

Tyr
410

Phe

Lys

395

Ser

Ser

Ser

Lys

Cys

Leu

Leu

Ser

Ser
445

400

Thr Val Asp

415

Val Met His

430

Leu Ser Pro

<213> Artificial
<220>
<223> Anticuerpo 305, variante humanizada de dominio variable de cadena

larga (VH), 305-HC1l

30

35

40

45

50

55

60

<400>

Glu

Ser

Tyr

Ser

Asn

65

Leu

Ala

Gly

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

38

Gln

Arg

Ser

35

Val

Arg

Met

Gly

Leu
115

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Val

Ser

Val

Val

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Asn

Val

Ser

Ala

Gln

Gln

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ala

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Val

Asp

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Ile

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Thr

Trp

Trp

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Leu

Tyr

80

Cys

Gln
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25

30

35

40

45

50

55

60

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

39
120
PRT

Artificial

Anticuerpo 305, variante
(VH) ,

larga

39

Glu Val Gln

1

Ser

Tyr

Ser

Asn

65

Leu

Ala

Gly

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Lys

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Arg

Ser
35

Val

Arg

Met

Gly

Leu

115

40
120
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Leu

Ser

Val

Val

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Artificial

305-HC2

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Arg Gln Ala
40

Arg Gln Gly
55

Ile Ser Arg
70

Leu Arg Ala

Asn Tyr Asp

Val Ser Ser
120

Anticuerpo 305, variante
(VH) ,

larga

40

305-HC3

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly

1

5

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala

20

humanizada de dominio variable de cadena

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

humanizada de dominio variable de cadena

19

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ala

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Val

Asp

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Ile

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Thr

Trp

Trp

Leu

Tyr

Gly

Gly

Tyr

Val

Leu

Tyr

Cys

Gln

Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala

10

15

Ser Gly Phe Asp Phe Ser Thr Tyr

25

30
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Tyr

Gly

Asn

65

Leu

Ala

Gly

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ser
35

Val

Arg

Ile

Gly

Leu

115

41
120
PRT

Trp

Tyr

Phe

Cys

Gly

100

Val

Val

Val

Val

Ser

85

Tyr

Thr

Artificial

Arg

Arg

Phe

70

Leu

Asn

Val

Anticuerpo 305,
(VH) ,

larga

41

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Asn

65

Met

Val

Met

Thr

50

Gly

Glu

Lys

Ser

35

Val

Arg

Leu

Leu

Val

20

Trp

Tyr

Val

Ser

Val

Ser

Val

Val

Thr

Ser
85

305-

Gln

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Gln

Gln

55

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Asp

Ser
120

variante

HC4

Ser

Lys

Gln

Gln

55

Thr

Arg

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Ser

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

humanizada de dominio variable de cadena

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

20

Gly

Thr

Thr

Asp

Ala

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp
90

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Val

Phe

Gln

Tyr

Ser

75

Thr

Gly

Tyr

60

Val

Ala

Val

Lys

Asp

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Leu

45

Ala

Ser

Val

Ile

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Glu

Ser

Thr

Tyr

Trp
110

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Thr

Tyr

Trp

Trp

Ala

Tyr

Gly

Gly

15

Thr

Trp

Trp

Ala

Tyr
95

Met

Leu

Tyr

80

Cys

Gln

Ser

Tyr

Met

Leu

Tyr

80

Cys
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

21

Ala Arg Gly Gly Tyr Asn Tyr Asp Asp Ala Phe Val Ile Trp Gly Gln

100

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Tyr

Ser

Asn

65

Leu

Ala

Gly

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115

42
120
PRT

Artificial

Anticuerpo 305,

larga
42

Gln

Arg

Ser

35

Val

Arg

Met

Gly

Leu

115

43
120
PRT

(VH) ,

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Val

Ser

Val

Val

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Artificial

Anticuerpo 305,

larga

43

(vi),

305-HC5

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Arg Gln

55

Ile Ser

70

Leu Arg

Asn Tyr

Val Ser

305-HC6

120

variante

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Ser
120

105

humanizada de dominio variable de cadena

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ala

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Val

Asp

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Ile

110

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Thr

Trp

Trp

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Leu

Tyr

80

Cys

Gln

variante humanizada de dominio variable de cadena
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40

45

50

55

60

Glu

Ser

Tyr

Ser

Asn

65

Leu

Ala

Gly

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Lys

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Tyr

Ser

Asn

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Arg

Ser

35

Val

Arg

Met

Gly

Leu

115

44
120
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Leu

Ser

Val

Val

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Artificial

Glu

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Asn

Val

Anticuerpo 305,
(VH) ,

larga
44

Gln

Thr

Ser

35

Val

Arg

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Leu

Ser

Val

Val

Thr

305-

Glu

Cys

Arg

Arg

Ile

Ser

Ala

Gln

Gln

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Ser
120

variante

HC7

Ser

Ala

Gln

Gln

55

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

22

Gly Gly Leu

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

humanizada de dominio variable de cadena

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ala

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

Val

Asp

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Val

Asp

Gly

Tyr

60

Lys

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Ile

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Pro Gly
15

Ser Thr
30

Glu Trp

Ser Trp

Thr Leu

Tyr Tyr
95

Trp Gly
110

Pro Gly
15

Ser Thr

30

Glu Trp

Ser Trp

Thr Leu

Gly

Tyr

Val

Leu

Tyr

80

Cys

Gln

Gly

Tyr

Val

Leu

Tyr
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55
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65

Leu Gln Met Asn

70

23

75

80

Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85

90

95

Ala Lys Gly Gly Tyr Asn Tyr Asp Asp Ala Phe Val Ile Trp Gly Gln

100

Gly Thr Leu Val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115

45
120
PRT

Thr Val Ser Ser

Artificial

Anticuerpo 305,
(VH),

larga

45

Glu Val Gln

1

Ser

Tyr

Ser

Asn

65

Leu

Ala

Gly

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Lys

Thr

<210>
<211>
<212>

Arg

Ser
35

Val

Arg

Met

Gly

Leu

115

46
120
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Leu

Ser

Val

Val

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Asn

Val

Ser

Ala

Gln

Gln

55

Ser

Arg

Tyr

Ser

120

variante
305-HCS8

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Asp

Ser
120

105

humanizada de dominio variable de cadena

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Ala

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Val

Asp

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Ile

110

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Thr

Trp

Trp

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Leu

Asp

Cys

Gln
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<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Tyr

Ser

Asn

65

Leu

Ala

Gly

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Lys

Lys

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Artificial

Anticuerpo 305, variante
(VH) ,

larga
46

Gln

Arg

Ser

35

Val

Arg

Met

Gly

Leu

115

47
120
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Leu

Ser

Val

Val

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Artificial

305-HC9

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Arg Gln Ala
40

Arg Gln Gly
55

Ile Ser Arg
70

Leu Arg Ala

Asn Tyr Asp

Val Ser Ser
120

Anticuerpo 305, variante
(VH) ,

larga

47

305-HC10

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

20

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala

35

40

humanizada de dominio variable de cadena

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Asp
105

humanizada de dominio variable de cadena

24

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Ala

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Val

Asp

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Ile

Gly Gly Leu Val Gln

10

Ser Gly Phe Asp Phe

25

Pro Gly Lys Gly Leu

45

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Thr

Trp

Trp

Leu

Tyr

Gly

Gly

Tyr

Val

Leu

Tyr

80

Cys

Gln

Pro Gly Gly

15

Ser Thr Tyr

30

Glu Trp Val
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Ser

Asn

65

Leu

Ala

Gly

Thr

50

Gly

Gln

Lys

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

Tyr

Ser

Asn

65

Leu

Ala

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Lys

Val

Arg

Met

Gly

Leu

115

48
120
PRT

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Val

Val

Thr

Ser

85

Tyr

Thr

Artificial

Arg

Ile

70

Leu

Asn

Val

Anticuerpo 305,
(VH) ,

larga

48

Gln

Arg

Ser

35

Val

Arg

Met

Gly

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly
100

Leu

Ser

Val

Val

Thr

Ser

85

Tyr

305-

Glu

Cys

Arg

Arg

Ile

70

Leu

Asn

Gln

55

Ser

Thr

Tyr

Ser

Gly

Arg

Ala

Asp

Ser
120

variante

HC11

Ser

Ala

Gln

Gln

55
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Trp
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Leu
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Gly

Pro

Ile

Ser

45

Ser
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85

Lys

Leu

Thr
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His
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Lys
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Leu
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Trp
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Pro
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Leu
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Ser
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Leu

Gly
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Leu
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Phe

Pro
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Val
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Ala

45

Gly
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Lys
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Leu
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Glu

Lys

Lys

Ser
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Leu

Leu

Thr

Val

Pro
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Phe
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95
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Lys
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Tyr
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195
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Arg

Lys
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275

Ser

Ser

Ser
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Ala Ser Thr

1

Ser Thr Ser

Phe Pro Glu

35

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
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Thr

Lys

Cys

Leu
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Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser
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Gly
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Pro

Gly
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Val

Thr Tyr

Asn Gly

Pro Ile

215

Gln Val
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Val Ser

Val Glu
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Thr Val
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Val Met
310

Leu Ser

Pro Ser

Thr Ala
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Arg

Lys
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Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
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His

Pro

Val

Ala

Ser
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Val Val Ser Val Leu Thr Val
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Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
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Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
220

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp
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Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
250 255

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
265 270

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
285

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly
300

Glu Ala Leu His Asn His Tyr
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Gly Lys
330

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser
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Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp
25 30

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr
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Asn

Gly

Glu
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Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
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Lys

Tyr
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Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Met

Pro

Asn

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
275

Thr

Val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Phe

Val

Val

85

Lys

Leu

Thr

Val

Val

165

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

150

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

230

Val

Val

Pro

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

Val

Tyr

Gly

Ile

215

Val

Ser

Glu

Pro

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
280

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

29

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

220

Pro

Val

Gly

Asp

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly
285

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Tyr

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

255

Glu

Phe

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro
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Trp
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Leu

Asn

Gly
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Tyr
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Phe
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Leu

Val
305

Gln

Tyr
290

Phe

Lys
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<211>
<212>
<213>
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Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr
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Pro

Lys

Val

145

Tyr

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro
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Val

Val

Ser

Ser

Ser

53
330
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Thr

Ser

Glu
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Ser

Cys

Glu

Pro
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Lys

Val

Asp

Lys

Cys

Leu

Leu

Ser

Ser
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Lys

Gly
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Pro

Thr

Val

Asn

Pro
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Glu

Asp

Asp

Gly

Gly

Gly

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Ala

Thr

Val

Val
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Thr

Val
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Leu

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asn

Ser

Ala

Leu

Ser

150

Glu
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Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn
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Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

Ser Pro Gly Lys

Ser Val

Ala Ala

Val Ser
40

Ala Val
55

Val Pro

His Lys

Cys Asp

Gly Gly
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Met Ile
135

His Glu

Val His

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

330

Pro
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Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala
170

315

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
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Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ala

Leu

Gly

Ser
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Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu
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Glu

Lys

Lys

Ser

Lys
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Leu

Leu

Thr

Val

Pro
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Val
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Pro

Ser
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Tyr

Gln
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160

Glu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Glu
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Lys

Gln
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Leu

Pro

Asn
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Gln
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Tyr
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Lys
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<213>
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Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

275

Ser

Ser

Ser

54
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PRT
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Ala Ser Thr

1

Ser Thr Ser

Phe Pro Glu
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Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thr

Lys

Cys

Leu

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

245

Ala

Thr

Leu

Ser
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Glu
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Gly

Ser

Val
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Asn Gly
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Gln Val
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Val Ser

Val Glu
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Thr Val
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Val Met
310

Leu Ser
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Thr Val
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Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
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Asp
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Pro

Val

Ala

Ser
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Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
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Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp
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Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe
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Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
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Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
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300

Glu Ala Leu His Asn His Tyr
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Gly Lys
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Phe
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Ser



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Gly

Leu

65

Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp
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Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Arg

Val
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Ser

Thr

Val

Phe

Thr
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Val

Val

Ser

Leu

Ser
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Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

His

Ser

Cys

Glu

Leu

115

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn
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Ser

Gln

Val

Val

Pro

275

Thr

Thr

Val
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Ser
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Gly

Met

Gln

Val

Tyr
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Gly

Ile

Val

Ser

Glu

260

Pro

Val

Phe

Val

Val
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Lys

Gly
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Arg

Lys
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Tyr

Leu

245

Trp

Val

Asp
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Val
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Thr

215

Leu
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Lys
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Thr
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Leu
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Val

Thr

Val
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Gln

Ser
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Leu
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Gln

Lys
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Gln

Gly
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Pro

Phe

Val
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Pro

Thr

Val

Ala

Gln
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Gly

Pro

Ser

Glu

Ser
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Leu

Thr

Ser

Pro
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Asn

Arg

Val

Ser

Lys
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Phe
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Gly

Lys

Cys

Pro
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Cys

Trp

Glu

Leu

Asn
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Gly
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Tyr

Asn

Phe
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Asn

Leu

Thr

Val

Pro
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Lys

Val

Tyr
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Lys

Gln

Met
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Asn
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Leu

Val

Tyr

Lys
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Val

Val

Gln
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Thr
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Tyr
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Ser
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Met
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Val
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Gly
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Thr

Thr
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Asp
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Ala
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Val

120

Thr

Glu
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Leu
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Gln

Lys
170

315

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogotd de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de Ia
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se estd presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

@\LML @Mk A

ALICIA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No.
de un documento escrito en Inglés, el cual para su identificacion se sella con el sello

de la traductora, lo mismo que la presente.-

Traduccion de la apostilla en inglés que se encuentra a continuacion de la
legalizacién de las firmas de los sefiores Klausner y Strebel, representantes legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento de Poder, escrito en
espafiol e inglés, conferidc a ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO vylo
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma ingiés por el
notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) =

1. Pais: Suiza S v
Este documento publico 2 - G2
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster 2 : =

3. Actuando en calidad de notario publico

4. Lleva el sello del mencionado notario
Certificado

5. en Basel (Basilea) ' 6. el 18 de agosto 2004

7. por la Cancilleria de Estado del Canton de Basel-Stadt - _ e

]
8. bajo el No 8835/13376 =
9. Sello 10. Firma

Cancilleria de Estado Fdo.: firma ilegible
de la ciudad de Basel (Basilea) Ruedi Eggs

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en los archivos de

estas oficinas para su confrontacion.

Bogota, 2 de septiembre 2004

o

-
;ﬂlam UWc geha=-
a ercedes Uricoechea ' |.

~ Traductora Juramentada
Resolucion 10607/81 Minjusticia
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5% nbajo firmadés, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG,
ung sociedad organizada y existente de conformidad
cort las leyes de Suiza.

Ak

con domicilio en 4070 Basilea, Suiza

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar cumplimiento al

paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicion, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencion como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo transar, someter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora vélido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA y/lo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacion de este documento y de cualquier

poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

ridolin

Hfl%e r of procuration

The undersigned, FR"HOFFMANN-LA ROCHE AG, a
corporation organized and existing under the laws of
Switzerland.

domiciled at 4070 Basel, Switzerland

hereby appoint, ALICIA  LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; to receive proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valid and good all that said
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
of attorney by any one of them conferred in our name,
before the Office of Industrial Property.

..'f

Given and signed this A7 "
F. Hoffmann-La Roc
[ ¥
i Denise Strebel
Mandatory

lausner

d zé/?a:f.?fs Z.
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& CERTIFICAf)O NOTARIAL (SOCIEDAD)
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!.- ‘ e de 200%, comparecié

oY X"“‘ g;ilo(gs'?f eaice o bela quien gonozcoy
3 ﬁ%cons que firmoe” el anterlor documento,
y QLII degidamente juramentado declaro y dijo que
él es ‘1 o ader/mo Nnda \~or¥o] i

de F.H N-LA ROCHE AG, la compaiiia
nombrada | documento que antecede, una

ciudad
para un periodoYdfy duracion que ain no ha
terminado, que eje objeto social; conforme a
las leyes de Suiza; q declarante esta autorizado
por dicha Compaiia pa nferir este poder; que el
sello estampado por él al'ji€yde tal poder, en nombre
y en representacion de la e sada Compaiiia, es el
sello oficial de ella; y que jeto para el cual se
confiere este instrumento es mprendido dentro
del de la sociedad.
El suscrito Notario ha visto
incorporacion firmados en Suiza,

Estatutos de
d de Basilea,

con fecha |4 JoniQo |49}y ce que de
conformidad con la legislacion de o Pals, la
anterior  declaraciéon juramentada i)ﬁprueba
suficiente de que los hechos sobre que ellfy\ersa son
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

\

Notary Public (Notario Publico).

Procuration/Mandatory

Basel,

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzerland
Basel {ss

On this 17th day of August , 2004

personally, Fridolin Klausner and Denise Strebel
came b'oth Swiss citizens and Swiss residents,

to me known, and known to me to be the person who

| signed the foregoing instrument, who being by me

“duly sworn did depose and say that he is the Holder
of F.HOFFMANN-LA
ROCHE AG, the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of

‘mthe Switzerland, domiciled at the City of Basel,
#~“legally constituted for a period of tenure not yet

expired, which exercises its corporate purposes
according to the ‘laws of. Switzerland; that the
deponent is” authorized by said Company to confer
this power of attorney; that the seal affixed hereunto
by the deponent in the name and on behalf of said
-Corporation is the corporate seal thereof; and that the
purpose for which this instrument ‘is granted is
included within the corporate purposes of the
Company.

The undersigned Notary Public has seen the articles
of Incorporation of said Corporation executed at

Suiza, ciudad de Basel, under date of 19th day of
June 1997

, and hereby certifies that under
the laws of said Country the foregoing
acknowledgment is sufficient proof that the facts
therein contained are true, which he attests.

this 17-08-2004 (
two thousand and

@/W/

r¢ /%&J

NP
% } Dr. Peter Kuster
s N J Advokat und Notar
& Peterskirchplatz 12
Postfach
CH-4001 Basel

ﬁteenth day of

of
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization
International Bureau

(43) International Publication Date
12 April 2012 (12.04.2012)
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(10) International Publication Number

WO 2012/045671 Al

International Patent Classification:
CO7K 16/24 (2006.01)

(51

(21) International Application Number:

PCT/EP2011/067070

(22) International Filing Date:

30 September 2011 (30.09.2011)
English
English

(25)
(26)
(30)

Filing Language:
Publication Language:

Priority Data:

10186536.8 5 October 2010 (05.10.2010) EP

(71) Applicant (for all designated States except US): F.
HOFFMANN-LA ROCHE AG [CH/CH]; Grenzacher

Strasse 124, CH-4070 Basel (CH).

(72)
(73)

Inventors; and

Inventors/Applicants (for US only): BAEHNER, Moni-
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ME, MG, MK, MN, MW, MX, MY, MZ, NA, NG, NI,
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(54) Title: ANTIBODIES AGAINST HUMAN TWEAK AND USES THEREOF
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(57) Abstract: An antibody binding to TWEAK, characterized by binding to TWEAK characterized by comprising as heavy chain
variable domain a CDR3H selected from the group consisting of SEQ ID NO: 8, 16 or 24 is useful for the treatment of cancer or
autoimmune diseases, theumatoid arthritis, psoratic arthritis, muscle diseases, e.g. muscular dystrophy, multiple sclerosis, chronic

o kidney diseases, bone diseases, e.g. bone degeneration in multiple myeloma, systemic lupus erythematosus, lupus nephritis, and

vascular injury.
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or agent's file reference FOR FURTHER see Form PCT/ISA/220

27057 WO-WJ ACTION as well as, where applicable, item 5 below.
International application No. International filing date (day/month/year) (Earliest) Priority Date (day/month/year)
PCT/EP2011/067070 30/09/2011 05/10/2010
Applicant

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

This international search report has been prepared by this International Searching Authority and is transmitted to the applicant
according to Article 18. A copy is being transmitted to the International Bureau.

This international search report consists of a total of 7 sheets.

It is also accompanied by a copy of each prior art document cited in this report.

1. Basis of the report
a. With regard to the language, the international search was carried out on the basis of:

the international application in the language in which it was filed

|:| atranslation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1(b))

b. D This international search report has been established taking into account the rectification of an obvious mistake
authorized by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 43.6bis(a)).

c. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, see Box No. I.
2. |:| Certain claims were found unsearchable (See Box No. II)
3. Unity of invention is lacking (see Box No I11)

4. With regard to the title,
the text is approved as submitted by the applicant
|:| the text has been established by this Authority to read as follows:

5. With regard to the abstract,
the text is approved as submitted by the applicant

|:| the text has been established, according to Rule 38.2(b), by this Authority as it appears in Box No. IV. The applicant
may, within one month from the date of mailing of this international search report, submit comments to this Authority

6. With regard to the drawings,
a. the figure of the drawings to be published with the abstract is Figure No. __ 1
as suggested by the applicant
|:| as selected by this Authority, because the applicant failed to suggest a figure
|:| as selected by this Authority, because this figure better characterizes the invention

b. |:| none of the figures is to be published with the abstract

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (July 2009)



International application No.

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

PCT/EP2011/067070
Box No. | Nucleotide and/or amino acid sequence(s) (Continuation of item 1.c of the first sheet)
1. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and necessary to the claimed
invention, the international search was carried out on the basis of:
a. (means)
D onh paper
in electronic form
b.  (time)
in the international application as filed
D together with the international application in electronic form
D subsequently to this Authority for the purpose of search
2. D In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto has been filed
or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional copies is identical to that in the

application as filed or does not go beyond the application as filed, as appropriate, were furnished.

3. Additional comments:

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 2009)



International application No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/EP2011/067070
Box No.ll Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons:

1. I:' Claims Nos.:
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. I:' Claims Nos.:
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

3. |:| Claims Nos.:
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. lll Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see additional sheet

-

As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

2. I:' As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

4. |:| No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant's protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.

The additional search fees were accompanied by the applicant's protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.

m No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (April 2005)




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2011/067070

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

INV. CO7K16/24
ADD.

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

CO7K

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

EPO-Internal, BIOSIS, EMBASE, WPI Data

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™

Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

page 5, line 29 to page 6, line
54, Tine 22 to page 61, line 40

X US 2007/110745 A1l (RENNERT PAUL
17 May 2007 (2007-05-17)

[0064]example 1 and 2

paragraphs [0081] and [0101];

example 2

X WO 2006/096487 A2 (GENENTECH INC [US];
ASHKENAZI AVI J [US]; MAECKER HEATHER
[US]) 14 September 2006 (2006-09-14)

paragraphs [0002], [0017], [0048], [0058],

X WO 20067130374 A2 (BIOGEN IDEC INC [US];
BURKLY LINDA C [US]; GARBER ELLEN [US];
LUGOVSKO) 7 December 2006 (2006-

paragraph [0003] - paragraph [0012];

1-21

19; page

[us]) 1-21

1-21
12-07)

_/__

Further documents are listed in the continuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of cited documents :

"A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

"E" earlier document but published on or after the international
filing date

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or
other means

"P" document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

"T" later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited to understand the principle or theory underlying the
invention

"X" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step when the document is taken alone

"Y" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
merr:ts, such combination being obvious to a person skilled
inthe art.

"&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

17 January 2012

Date of mailing of the international search report

24/01/2012

Name and mailing address of the ISA/

European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040,

Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Fellows, Edward

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)

page 1 of 2

Relevant to claim No.




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No

PCT/EP2011/067070

C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category™ | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

A WINKLES JEFFREY A ET AL: "Role of TWEAK
and Fnl4 in tumor biology",

FRONTIERS IN BIOSCIENCE, FRONTIERS IN
BIOSCIENCE, ALBERTSON, NY, US,

vol. 12, 1 January 2007 (2007-01-01),
pages 2761-2771, XP002510082,

ISSN: 1093-9946, DOI: DOI:10.2741/2270
the whole document

A WINKLES ET AL: "TWEAK and Fnl4: New
molecular targets for cancer therapy?",
CANCER LETTERS, NEW YORK, NY, US,

vol. 235, no. 1, 8 April 2006 (2006-04-08)
, pages 11-17, XP005518560,

ISSN: 0304-3835, DOI:
D0I:10.1016/J.CANLET.2005.03.048

the whole document

A MICHAELSON JENNIFER S ET AL: "Therapeutic
targeting of TWEAK/Fnl4 in cancer:
exploiting the intrinsic tumor cell
killing capacity of the pathway",
RESULTS AND PROBLEMS IN CELL
DIFFERENTIATION, SPRINGER VERLAG, NEW
YORK, NY, US,

1 January 2009 (2009-01-01), pages
145-160, XP008119975,

ISSN: 0080-1844, DOI:
DOI:10.1007/400 2008 18

the whole document

1-21

1-21

1-21

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (April 2005)

page 2 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Information on patent family members

International application No

PCT/EP2011/067070
Patent document Publication Patent family Publication

cited in search report date member(s) date

WO 2006096487 A2 14-09-2006 AU 2006220825 Al 14-09-2006
BR PI0608012 A2 03-11-2009
CA 2597485 Al 14-09-2006
CN 101171035 A 30-04-2008
CN 102225200 A 26-10-2011
EP 1853312 A2 14-11-2007
JP 2008531746 A 14-08-2008
KR 20070108537 A 12-11-2007
US 2008286271 Al 20-11-2008
WO 2006096487 A2 14-09-2006
ZA 200707489 A 31-12-2008

US 2007110745 Al 17-05-2007 US 2007110745 Al 17-05-2007
US 2010061985 Al 11-03-2010

WO 2006130374 A2 07-12-2006 AU 2006252830 Al 07-12-2006
BR PI0611414 A2 08-09-2010
CA 2609600 Al 07-12-2006
CN 101247830 A 20-08-2008
EA 200702643 Al 28-04-2008
EP 1888113 A2 20-02-2008
IS 8693 A 29-11-2007
JP 2008542278 A 27-11-2008
KR 20080023317 A 13-03-2008
NZ 564092 A 28-05-2010
NZ 583636 A 22-12-2011
RS P20070462 A 28-11-2008
SG 162728 Al 29-07-2010
US 2008241163 Al 02-10-2008
US 2012009178 Al 12-01-2012
WO 2006130374 A2 07-12-2006
ZA 200710765 A 30-09-2009

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (April 2005)




International Application No. PCT/ EP2011/ 067070

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCT/ISA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 4(completely); 1-3, 11-21(partially)

Antibody "301" and its chimeric variant binding to human
TWEAK comprising a heavy chain variable domain CDR3H
consisting of SEQ ID No. 8 and relating subject-matter.

2. claims: 5(completely); 1-3, 11-21(partially)

Antibody "304" and its chimeric variant binding to human
TWEAK comprising a heavy chain variable domain CDR3H
consisting of SEQ ID No. 16 and relating subject-matter.

3. claims: 6-10(completely); 1-3, 11-21(partially)

Antibody "305" and its chimeric and humanised variants
binding to human TWEAK comprising a heavy chain variable
domain CDR3H consisting of SEQ ID No. 24 and relating
subject-matter.
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SUPERINTEMOEMNCIA PATENTEDE INVENCION _ PCT _X_ MODELODE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL ___
21) No. de solicitud:; (22) Fecha de solicitud: 25-02-13

51) Clasificacion Internacional: CO7K 16/24

71) Solicitante(s): F.HOFFMANN-LA ROCHE AG.

74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE
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)
)
72) Inventor(es): BAEHNER, Monika; KNOETGEN, Hendrik y NIEWOEHNER, Jens.
)
)

30) Prioridad (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais
10186536.8 05-10-10 EP
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 05-05-13 (87) Publicacion internacional:
(86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 12-04-12
Fecha de presentacion de la solicitud: 30-09-11 No. Publicacién: WO 2012/045671 A1
No. de solicitud:PCT/EP2011/067070

(54) Titulo: ANTICUERPOS CONTRA LA TWEAK HUMANA Y USOS DE LOS MISMOS.

(57) Resumen - Reivindicacién(es):

Resumen.-

Un anticuerpo que se fija sobre la TWEAK y se caracteriza porque como dominio variable de cadena larga contiene una CDR3H elegida entre el grupo
formado por las SEQ ID NO: 8, 16 y 24 es Util para el tratamiento del cancer o de enfermedades autoinmunes, la artritis reumatoide, la artritis
psoriatica, enfermedades musculares, p.ej. la distrofia muscular, la esclerosis multiple, enfermedades renales crénicas, enfermedades 6seas, p.gj. la
degeneracion 6sea en el mieloma mdiltiple, el lupus eritematoso sistémico, la nefritis por lupus y las lesiones vasculares.
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