q

/(  Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

LICITUD

PATENTE DE INVENCION

e 06960

se. TITULO " INMUNOGLOBULINAS"

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL __co7x 16/24

71. SOLICITANTE ___ GLAX0 GRouP LinTTED

DOMICILIO MIDDLESEX, INGLATERRA

7#. REPRESENTANTE LEGAL __ ALICIA LLOREDA RICAURTE

L.P. 53,215

2 BOGOTAD.C. ©° =7 -

(FORMA P 10)



| PETITORIO '

— e
- 0B-096610- -00000-0000
5:? zg-uzﬂ 1772053 Dep. 2020 NUECREACIONES
T Tl AR,
Industria y Comercio ifal1 PRESENTACION  Fullos: 258

SUPERINTENDENCIA -
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL "3 () -AQ 06
® SOLICITUD DE:
X Patente de Invencion [ Patente de Modelo de Utilidad
X capituiol. ] capitulo u1.
IDENTIFICACION
@ Nombre: GLAXO GROUP LIMITED
Direcclén: Glaxo Welicome House, Berkeley
Avenue, Greenford Middiesex| C-C. % NIT IEZIJ
SOLICITANTE UBG ONN, Inglaterra. C.E. Otro
(7) Nacionalided o Domkilio: Middliesex,
Inglaterra. Cual
Lugar de Constitucién: Inglaterra y Gales.
Teléfono: 3264270  Fax: 6089701 Namero
E-mail:_Jlicco@lioredacamacho.com
O) Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
cc. DA Nt [J
Direccién: Calle 72 No. 583 Piso 5°| CE. [] ow []
REPRESENTANTE Bogota, Colombla
O APODERADO
Teléfono: 3264270  Fax: 60B9701 Cual ___
Namero 39.680.713 TP 53.215
E-mail:_jliccofdlloredacamacho.com
O Nombre: ELLIS, Jonathan, Henry; EON-DUVAL, Alexandra; GERMASCHEWSKI,
Volker; PLUMPTON, Christopher; RAPSON, Nicholas, Timothy y WEST, Michasl,
Robert,
INVENTOR(ES)

(72) Direccién: GlaxoSmithKline, Gunnels Wood Road, Stevenage Hertfordshire SG1
2NY y c/o GlaxoSmithKlina, Gunnels Wood Road, Stevenage Hertfordshire SG1
2NY.

Nacionalidad o Domicillo: Reino Unido.
@ PCT (86)
Solicitud Intemacional No. 2 1147 Fecha: _29/03/08
Publicaci6n Interacional No. _ WO 2005/095457 A3 Fecha: ._13/10/05
Titulo (54) “INMUNOGLOBULINAS"

@ Claslificaclén Internacional (51) _CO7K 16/24

' ;331 Pals de Origen ‘32) Fecha (31) Ndmero de Solichud
Prioridad GB 30/03/04 0407197.3
si no [] GB 30/03/04 0407193.2

@ Comprobante de Pago No. _08-71.054 Fecha: 14 de Septiembre de 2006




/ ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
Documento que acredita a existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.

[{] Documento de Representacion Legal.

D Documento de cesién del Inventor al salicitante o a su causants.
D Declaraciones.

|:| Copia de Ia solicitud intemacional. (Resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)

E Traduccion de la solicitud internaclonal al casteliano. (Resumen, deacripcion, relvindicaclones, dibujos)
I:] Copla del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Intermacional de Examen
Preliminar (IPEA).
Traducclién del examen preliminar Intemacional efectuado por la IPEA.

D De ser ol caso, copia del contrato de acceso.

D Dea ser ol caso, documenio que acradite la licencla o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

D Arte Final 12X12. P‘.’

De ser al caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo tiular o su causante, relacionados parcial o totaiments con la invencién de esta solicitud,

[[] De sér el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Intemacional.

E Otros: reporta de bisqueda intemaclonal con su traducclén, publicacién con su traduccién, opinién escrita
de la autoridad de blsqueda Intemacional con su traduccion y listado de secuencias.
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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 la
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 personerfa de clada 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.

Mg Qe
ALl LLORED CAURTE

T.P. No. 53.215



TRADUCCION OFICIAL No. 2004-09-02-440
DE LAS PARTES PERTINENTES DE UN DOCUMENTO

PRESENTADO EN INGLES

PODER

Legalizacién de un Poder de Representacion Legal, Documento escrito en inglés y

en espanol.

Notarizacion del documento es espafiol.
Hay un selio rojo sobre una cinta verde.
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Exteriores y del Commonwealth

Por el Secretario de Estado

Si este documento se va a usar en un pais que no es parte de la Convencién
de La Haya del § de octubre de 1961, debe presentarse en la seccién
consular de la misién que representa a ese pals. Una apostilla o certificado de
legalizacion Gnicamente confima que la firma, sello o estampilla sobre el
documento es autentica. No significa que los contenidos del documento sean
correctos o que la Oficina de Asuntos Exteriores y del Commonwealth apruebe los

contenidos.

Traducido a mi mejor saber y entender, este dia 2 de septiembre de 2004,
en la ciudad de Bogotd, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,

Res. 2177 de 1988, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTOR
RESOLUCION 217y

———

ANTTA BSCOBAR DE TAMAYO
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Ver L i) eennent

DE PINNA

Yo, el infrascrito, Martin Emil BUCHNER, Notario Pablico de la Ciudad de
Londres, Inglaterra, por la Autoridad Real debidamente admitido y
juramentado,

CERTIFICO:

QUE es auténtica la firma suscrita al pie del adjunto Poder, por ser del pufio
¥ letra del Sefior Don Peter John GIDDINGS, cuya identidad me consta,
Apoderado de la Sociedad inglesa denominada “GLAX0O GROUP
LIMITED”, Sociedad legalmente constituida y existente de acuerdo con las
leyes de Inglaterra, e inscrita en la Oficina de Registro de Sociedades bajo el
nimero 3056979, con domicilio social en Glaxo Wellcome House, Berkeley
Avenue, Greenford, Middlesex UB6 ONN, Inglaterra;

QUE el citado Sefior Don Peter John GIDDINGS estd debida y
suficientemente autorizado para firmar documentos de esta clase, en virtud
del Poder otorgado en su favor por la referida Sociedad fechado el 30 de enero
de 2003, una copia del cual he tenido a la vista;

Y QUE los objetos para los cuales se otorgd dicho Poder se encuentran dentro
de los objetos o actividades de la citada Sociedad, de. acuerdo con la Escritura

Conatit.utiva y los Estatutos Sociales, los cuales he tenido a la vista.

'Y PARA QUE CONSTE donde y como convenga y fuere necesario expido el

presente Certificado que firmo y sello en dicha Ciudad de Londres, el dia de
hoy veintiseis de agosto del afio dos mil cuatro.
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APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961 / Convention de La Haye du $ octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORTHERN IRELAND
Caountry: United Kingdom of Grest Britain and Northem Ireland
Pays: Roysume-Uni de Granie-Bretagne et &'Irlande du Nord
‘This publie documemn / Le présent scte public

Hes been signed by Martin E Buchner
a ¢1d signé par
Acting in the capacity of  Notary Public
ngigsant en qusliié de
Bexns the seal/siamp of ~ The Sald Notary Public
est revétu du sceanAimbre de
Centified/Anené
=1 London/h Londres 6. thefle 26 August 2004

by Her Mujesty's Principal Secretary of State for Foreign and Commaonweslth Affhin /
par ke Secrétaire d"Etat Principal de Sa Majestéd cux AfTeires Etrangires i du

Number/sous No G499865
Stamp: 10. Signature: M.

Far the Sscretery of Siuge / Peur Ik Sscriiaive of Sint

to be ased ln § country which Iy not party to the Hague Convention of 5

uld be preseated to the comular seetion of the mirsion represeating that
lle or legalisation cextificeaie only coafirms that the signsture, seul or stamnp on the
It does not mean that the contents of the docunent are comect or that the

th Office approves of the contents.



Los 1&10 fimados, GLAX GR UP LIMITED, una
dad organizada y existente de conformidad con
Ias leyes de Inglaterra y Gales..

con domicilio en Glaxo Wellcome House
Berkalsy Avenue
Greenford Middlesex UB8 ONN
Inglaterra

nombremos por el presente a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO vio IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domicliiados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, plso 60,, nuestros representantes legeles y
verdaderog en Bogotd, con facultades para recibir
notificaclones y nombrer apoderados judiclales o
extrajudiciales, con al fin de dar cumplimiento al
paragrafo 10. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYQ ylo IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderadas que cualqulera de ellos
designe, quedan aspeclaiments facultados pars
represeniamos ante las auloridades colomblanas,
administrativas, judiciales o da policia, en todos los
.. __’!nites relativos a la propledad industrial, a cuyo

cto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solictudes, declaraciones, reclamos,
recursos Yy presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apslaclones;
instaurar  cancelaclones, renunciar tfotal o
parcialmente a los regisiros, ebonar 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
cualesqulara otros requisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencidn como
demandantes o demandados ante los jueces que
sean competentes, pudiendo iransar, sometsr a

arbitros, desistir, perciblr y apefar, con todas las

as facultades que resulten necesarias, y por el

sente declaramos desde ahora vélido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cugiquiera de ellos nombre hicleren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO yfo IGNACIO
SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propledad Industrial la
protocolizacion de esta documento y de cualquler
poder que cuslquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

The undersigned, GLAXO GROUP LIMITED, a
corporation organized and existing under the laws of
England and Wales.

domicledat  Qlaxo Wellcome House
Berkeley Avenue
Greenford Middissex UBS ONN
Great Britaln

hersby appoint,  ALICIA LLOREDA andior

GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombla,
with offices In sald town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogots,
with power to receive notifications and to appoint
Judiclal or extrajudicial agents, so as to comply with
paregraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/ar GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especlally empowersd to
represent us bsfore the administrative, judiclal or
police authorities of Colombia, In all proceedings
pertaining to Industrial property, for which purpose we
authorize them to take before the sald authorities all
the neceasary stapa for the sald end; to file petitions,
declamations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to flle amendments, to limit
the scope of applications, flle oppositions; fle
cancellations total or partially walve registrations, to
pay all installments and effect all other payments
prescribed by law; to recelve proper receipts, to
comply with all other requirements and, In short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protaction of our Interests; and In case of
opposttion, where the proceedings be passed over to
the courts, we authorize sald agents to act an our
behelf, 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 a8 may be required, and we hereby deciare
from now on as valld and good all thel sald
reprasentatives and/or the agents by any one of them
sppointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
andfor GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protocolization of this document and of any power
ofattomeybyanyon of them conferred In our name,

yial Property.
2 3 AUG 2004
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comerclo EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N® de soliciud: ©O6 -~ 986 O (51) Int Cl: CO7K 16/24
{22) Fecha de solicitud: 26-09-06 (71) Solicitante{s): GLAXO GROUP LIMITED
(30)Proridad  (31) No.Priorided  (32) Feche  (33) Pais
0407187.3 30-03-04 GB
0407183.2 30-03-04 GB 1(72) Inventor{es): ELLIS, Jonathan, Henry; EON-DUVAL,
Algmandre; GERMASCHEWSKI,  Volker;
PLUMPTON, Christopher; RAPSON, Nicholas,
Timothy y WEST, Michael, Robert.
(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85) Fecha limita inicio fase nacional: 30-10-06 {87) Publicacion Intemacional
(88) Datos relativos a la presentacidn de la soliciud PCT Facha: 13-10-05
Fecha de presentacidn de la soliciiud: 20-03-05 N* publicacién: WO 2005095457 A3
No. de solidiud: PCT/GB2005001147
(54) Titulo: INMUNOGLOBULINAS

Resumen - Relvindicacion(es):
Ralvindicacién némero 1

Un anticuerpo terapéutico que une especificamente OSM, particularmante hOSM, y modula la interaccldn entre OSM y gp130.
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SUPERINTENDENCIA DEOINDUST RIAY COMERCIO q
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
SUPERINTENDENCIA  PATENTEDE INVENCION __ PCT MODELO DE UTILIDAD ___ DISERO INDUSTRIAL __
(21) N* de solidtud: ©6 -AB610 (22) Fecha de soiicitud: 26-08-06

(51) Clasificacidn Intemacionak: CO7K 16/24

(71) Solicitante(s): GLAXO GROUP LIMITED

(72) Inventores): ELLIS, Jonathan, Henry; EON-DUVAL, Alexandre; GERMASCHEWSKI, Volker; PLUMPTON, Christopher; RAPSON, Nicholas,
Timothy y WEST, Michasl, Robert

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31) No.Priorided (32) Feche  (33) Pals
0407197.3 30-03-04 GB
0407193.2 30-03-04 GB
(85) Fecha limita Inidlo fase nacional; 30-10-06 (67) Publicacion Intemacionel
(86) Detos relafivas a la presentacion de la soficitud PCT Fecha: 13-10-05
Fecha de presentacion de la soficiud: 28-03-05 N* publicacidn: WO 2005095457 A3

No. de soficitud: PCTAGB2003001147

q (74) Tituio: INMUNOGLOBULINAS




. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO

| SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION PCT MODELO DE UTILIDAD ____ DISERO INDUSTRIAL
[Z1}N* de sclicud: O -9B810  (22) Fecha de soliciud: 26-09-06

(51) Clasificacion Intemacional: COTK 18/24
(71) SoliGitante(s): GLAXO GROUP LIMITED

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO \O

(72) Inventor{es): ELLIS, Jonathan, Henry, EON-DUVAL, Alexandre; GERMASCHEWSKI, Volker;
PLUMPTON, Christopher; RAPSON, Nicholas, Timothy y WEST, Michael, Robert

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE FIGURA CARACTERISTICA
(30) Prioridad (31) No.Prioridad (32) Fecha  (33) Pais 6x8em
0407197.3 30-03-04 G8

| 0407183.2 30-03-04 GB
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 30-10-08 (87) Publicacién intemacional:
(88) Datos relativos a la presentacién de la solic. PCT Fecha: 13-10-05

Facha de presentacion de |a sollciud: 26-03-05 No. Publicacion : WO 2005095457 A3

No. de soicitd: PCT/GB2005001147
(54) Titulo:

INMUNOGLOBULINAS

(57) Resumen:

q Relvindicacién nimero 1
Un anticuerpo terapéutico que une especificamente OSM, particularmente hOSM, y modula la interaccién entre OSM y gp130.

CONTINUA AL RESPALDO ...

7.
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

. — PARA FUTURAS p—— T

referencia del solicimnte o agente

G UPBcoBoe | e lickmie o ACCIONES asl corm, donde eplique, ol fiem s contimuacién.
Solicitud internacional No. Fecha de registro intormacional (dio/mer/aflo) | Fecha de Priorided (Primers) fdiaimes/afic)
PCT/GB2005/001147 20/03/2005 30/03/2004
Solicitenie
GLAXO GROUP LIMITED

Eate Reporte de Bisqueda Intenacional ha sido preparado por esta Aumdlddemlqui Internacional y es transrnitido al solicitante
sogiin el Articulo 8. Uns copla serd tranamitida a 1a Oficina Intemacional.

Baste Reparte do Blaqueda Imemacional consts de un total de & hoja,
También cstd acompafiado de yna copin de cada docurnento técrico anterior citado en este reporte.

1. Bases del reports

& Respecto ul lenguaje, in biisqueda internacional se llevd & cabo segiin s solicitud internacional en el lengusje en el cual se presents,
2 menos que se indigue de otro modo en este fiem.

D La bisqueda intemacional se llevd a cabo segin 1s traduceidn de 1a solicitud intemacional proporcionads a esta
Autorided (Regla 23.1(b)).

b. E Respecio & una secoencia de dddo nodediido y/o aming revelado en la solicitud imternacional, ver Casilla No. L.

2. Clertas relvindicaclones no pudieron localizarse (Ver Cagills I).

LR D Fulta uoidad de Invenclén (ver Cusilla TI).

4. Respocto o tiialo,

& El texto cs sprobado segin lo presenta el solicimnte.
Ests Autorided ha establecido que el texto se len asl:

3. Respecto al resumen,

BX] £ texto es aprobado segin lo presenta el solicimnie.
Esta Autoridad ha establecido el texto de acuerdo con la Regla 38.2(b), segin aparece en In Caailla No. IV, Bl solicitante puede, un

mes despuls de la fecha de haber enviado por cocreo este reporte de bisqueda internacional, presentar comentarios a esta Autoridad.

6." Respeeio a los dibujes,
a. Ls figurs de Jos dibujos que s¢ publicard con ol resurnen cs la Figur No.
[C]  como to sugiris el soticitante.
D como lo sclecciond csta Autoridad, parque el salicitante no sugirid una figurs.
camo lo selecciond esta Autixidad, porque esta figurs caracterirs mejor a [s invencidn.
b. ninguna de las figuras s para ser publicada con ¢l resumen,

Forma FCT/ISA/210 (pmem hojs) (Enero 2004)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/GB2005/001147

Casilla No.I Secuencia(s) de icldo nucleétido y/e aminodeido (Continuacién del {tem 1.b de I primera hoja)

1. Con respecto a cualquicr nucledtido y/o secuencia de aminodcido revelados en la solicitud internacional y
necesarios para la invencién reivindicada, 1a biisqueda internacional se realizd sobre la base de:

a. tipo de material
un listado de secuencias
D tabla(s) relacionada(s) con ¢l listado de secuencia

b. formato del material
en formato escrito
B4 en una forma legible para computadors

¢. momentn de presentacién/suministro
[ contenido en la solicitud internacionsl tal como se presenté
D presentado junto con la solicitud internacional en forma legible para computadora
& sumninistrado subsecuentemente a esta Autoridad para ¢l propdsito de la biisqueda

2. E Adicionalmente, en el caso de que mis de una versidn o copia de un lismdo de secuencias y/o tabla en
relacidn con aguello haya sido presentads o suministrade, o se suministraron, tal como es apropiado, las
afirmaciones requeridas de que la informacidn en las copias subsecuentes o adicionales e idéntica a aquella
en la solicitud tal como se presents o no va mis allé de la solicitud tal como se presentd.

3. Comentarios adicionales:

- et s M4 S . v Ra_ B_a_ = L _d. 44N Sy ___ AARAY



. Solicitud Internacional No.
. REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2005/001147

Casllla II Observaciones donde ciertas reivindicaclones fueron inescrutables (Continuacién del ftem 2 de
Ia primera hajs)

Este Reporte de Bisqueda Internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el
Articulo 17(2)(a) por las siguientes razones:

1. [{ Reivindicaciones Nos.:
porc-lueurehcionmconunnunmqu:noesmcmrioqm:suAutoridadhusque,lubm

Aunque las reivindicaciones 28-35, 58 estén dirigidas a un métado de tratamiento del cuerpo
humano/enimal, la bdsqueda ha sido llevada a cabo y basada en los efectos alegados del

compuesto/composicién.

2. [ Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con partes de la Solicitud Intermacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una biisqueda internacional significativa,
especificamente:

3. [] Reivindicaciones Nos.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estin disciiadas de acuerdo con la scgunda y tercera
oracitn de 1a Regla 6.4(a).

Casilla II1 Observaciones donde falta unidad de invencién (Continuacidn del item 3 de la primera hoja)

Esta Autoridad de Bisqueds Internacional encontrd invenciones mmiltiples en esta solicitud internacional, asf:

1. [0 Puesto que todos los derechos de biisqueda adicionales requeridos fucron pagados oportunamente par
el solicitante, este informe de bisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2, I:I Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicitd pago de derechos adicionales.

3. I:] Puesto que s6lo algunos de los derechos de biisqueda adicionsles fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre dnicamente aquellas reivindicaciones para
las cusles se pageron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4.|:|Elwﬁdmmplgémmhadmchudebﬁsquedladidmﬂquuuidm.rm
consiguiente, este informe de busqueds internacional se restringe a lp primem invencién mencionada
en las reivindicaciones; esti cubierto por las reivindicaciones Nas.:

Comentario sobre Protesta D Los derechos de bisqueda adicionales estuvicron acompailados por 1a protesta)
del solicitante.

[C] Ei pago de los derechos de biisqueda adicionales no estuvo acompedado por,
una protests.

Forma PCT/ISA/210 (continuacidn de la primem haja (2)) (Enero 2004)



' Solicitud Imternacional No.
REPORTE DE BfJSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2005/001147

A. CLASIFICACION DE MATERIA ORJETO
CO7K 16/24 AG61K39/395 GOIN33/53

Segim ls Clasifleacidn de Patente Internacional (IPC) o segin s clasificacidn nacional y la [PC

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacidn minima buscada (sisterna de clasificacitn seguido de shmbolos de clasificacién)
CO07K A6GIK GOIN

Documentacidn busceda fucra d¢ Gocumentacion minima hasta donde dichos documentos sc incluyan en los campos buscados

[ Base de datos electrdnica consultade durante ia bisqueda internacional (nomibre de Ia base de datos y, donde sea prictico, buscar iérminos usados)
EPO-Internacional, Blisqueda de Secuencia

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

30 de Septiembre de 1999 (1999-09-30)
citado en la solicitud

reivindicaciones 1-14; ejemplos 6, 9

A OGATA I Y COL: “La Oncostatina M es producida durante el 1-73
embarazo por células deciduales y estimula la liberacién de HCG™
MOLECULAR HUMAN REPRODUCTION, AGOSTO 2000,
vol. 6, no. 8, Agosto de 2000 (2000-08),

phginas 750-757, XP002364877

ISSN: 1360-9947

Catsgiris ® | Citacién de documento, con indicacian, donde ses sproplado, de Jos textos relevantes Relevante 2 s reivindicacion No,
X WO 99/48523 A (GLAXO GROUP LIMITED; LIFE, PAUL, 1-713
FREDERICK)

TesuInen
figura 7
ol
E En el recuadro C se enumeren mils docurmentos. En el anexo se enumeran miembros de Ia familia de patentes.
* Categorins especiales de documentos cltados: .
T documento posterior publicado después de la fecha de presentacion
'A' documento que define el estado generul de Ia téenica el cusl no se internacional o fecha de prioridad ¥ que no estd en canflicto con ln
considera de relevancis particular solicitud pero citado para entender el prineipio o tearia que sustenta
la invencién
'E' documento enierior pero publicado en o después de In fecha de
presantacién intemacional "X’ documento de relevancia particular; [a invencidn reivindicada no
pucde cansiderarse nueva o no puede considerarse quo comprende
'L’ documenic que pueds mrrjar dudas sobre reivindicaciones de un paso inventivo cusndo £l documento se torma solo
prioridad © que se cits pars establecer In fecha de publicacion de otra
citacién u otre razdn especial (segin se especifica) "Y' documento de relevancia particular; la invencidn reivindicads no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cusndg <l
‘0" documento que se refiers a una revelacién oml, uso, exhibicién u documento sa combina con uno o miis documentos, sienda dicha
ofros medios combinacion obvis pam una persona experta en la técaica

‘F documento publicado antes de la fechn de presentacién intemacionsl | ‘&' documento miembro de Ia misrma familia de patentes
pero despuds de la fecha de prioridad relvindicads

Fecha de 1g teyrminacidn real de la bisqueds intemacional Fecha de envio por correo del reporte de bilsqueda intemacional
2 de Febrero dc 2006 14/02/2006
Nombre y direccién de correo de la ISA
Oficins de Putentes Buropea, P, B. 5818 Pxtentlasn 2 Funcionario autorizado
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 eponl, van K]mburs' w

Pax: (+31-70) 340-3016

Forma PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Enero 2004) pigina 1de 2
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Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2005/001147
C. (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
Categorla® | Citacién de documento, con indicacion, donde sea epropiado, de 1os textos relevantes Relevante a Ia reivindicacion No.

A CARROLL G Y COL: "Antagonismo de la subfamilia citocina 1-73

reumatoide”

BASEL, CH,

vol. 47, 1997, péginas 1-7, XP002115636
ISSN: 1023-3830

el documento completo

IL-6— una estrategia potencial para terapia mis efectiva en artritis

INFLAMMATION RESEARCH, BIRKHAEUSER VERLAG,

Forma PCT/ ISA 7210 (continuscion de la segunda hoja) (Encro 2004)

pigina 2 de 2



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL | g iciond mternacional No.

Documento de patemte citado . .

en ¢l reporte de bisqueda Fecha de publicacién Micmbro(s) de la familia de patentes pfbﬁ:‘“‘}:n
wO 9948523 A 30-09-1999 AU 3046399 A 18-10-1999
BR 9909077 A 05-12-2000

CA 2325585 Al 30-09-1999

CN 1295482 A 16-05-2001

EP 1071449 A2 31-01-2001

HU 0101690 A2 28-08-2001

JP 2002507580 T 12-03-2002

PL 343431 Al 13-08-2001

USs 6706266 B1 16-03-2004

ZA 200005076 A 21-09-2001

Jo

Forma PCT/ ISA/ 210 (anexo familia de patentes) (Enero 2004)
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PATENT COOPERATION TREATY

il

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT

To:
GLAXOSMNITHELINE
CIP (CN935.1)
Attn. Kash, Gu

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
THE WRITTE! _ ONAL
SEARCHING AUTHORITY. OR THE DECLARATION

ameran.. .mﬁmlihKlmo

880 Great West Ropd corpumiﬁ P

Brentford, Middle} BRENTFOF D g

UNITED umn;u Tebiivied ik |
{PCY¥ Rule 4.3y ,

%) 14/02/2006

Appicant's of agents flie re
GCN/PBEOBOE FOR FURTHER ACTION Ses paragraphs 1 and 4 below
internations applcation Na. inematiangl flling date

PCT/GB2005/001147 (dmyimontiysas) 29/03/2005

Appilcant

GLAXO GROUP LIMITED

1. Tha tah otifiad that the Intamational search and ths wrigan ion of the Inamational Saarch|
[x] Toe aposoant s naresy nottec et the Intamaticnal ssach rspet anc the wriden cpin g

Filing of amendments and stetament under Ariicle 18:
The applicant s antiiad, It he s0 wishes, 10 amend tha claima of the Intemational Application (see Fude 48):
When? The time imit for fling such amendmants is normally twa months from the daie of ranemittal of the
Inmmational Search Repart.

Where? Direclly tothe Imemational Bureau of WIPO, 34 chemin des Colombattes
1211 Geneva 20, Switzeriand, Fascimlie No.: (41-22) 338.82.70

For more detalled Instructions, 568 the notes on the accompanying shast.

2. |-_-| The appiicant Is hereby notifiad that no Intemational search repart will be astablished and that the deciaration under
Ariicle 17{2)(a) 1o that effact and the wiitien apinion of the Inlemational Searching Authority ane tranamited herewlih.

3. [T] With ragard 1o the protast aainst payment of (an) additional tee(s) under Rule 40.2, the applicant Is notfied that

D the protest together with the decision thereon has been imnemitied o the Intemnational Bureay together with the
applicant's request to forward the iexts of both the proiest and the dacision hereon i the designeied Offices.

[] no decision has been made yet on the prolest; the applicant witl be nolifled ae 600N &e & decieion is made.

4. Romindars

Shortly afier the expiration of 18 monthe from the pricrty date, the intsmailanal application wilf ba pubiished by the
Inemational Bureau, It the appiicant wishes to aveid or postpons publication, & notice of withdrawal of the Intesrmnational
application, or of the priority clalm, musi Mach the intematicnal Buresu aé provided in Rules §0bis.1 and BObis3, mepectivaly,
bafors the completion of the technical preparationa for imemational

The appicant may submit commants on an informal basis on the writtan apinion of the Inlemational Searching Authority to the
Intamational Buresw. The intemelional Burnay will asnd & copy 0f Such comman's 10 all designated Offices urisss an
international prellminary axamination report has been o ks 10 be ssizbiished. Thess commanis would alsa be made avalable o
the publc but nat batore the expinstion ¢f 30 months from the priority dete.

Within 18 months from the priority date, but only in regpact of some designated Ofiices, & damand for inamational preiiminary
examination must be fled if the applicant wishes to postpons the sntry Inin the national phage until 30 months from the priory
date (n some Offices even later): otharwise, the epplicant muat, within 20 months from the priarity date, perform the prescribed
acts for entry into the netional phass batore those designated Offices.

mn:‘mmouammmmu.hu“ Nmit of 30 months (or later) will apply aven I no demand Is fled within 19
montha.

See the Annex 1o Form PCT/IB/301 and, or detalis sbout the applicatie tme limits, Office by Office, see the PCT Appliceni’s
Guide, Volumeg 1), Nationgl Chepters and the WIPO intemat elte.

Name and maliing addreas of the inlematianal Ssarching Authority | Authorizad officer

T Europsan Patgnt Office, P.B. 5818 Putentiaan 2 )
@ NL-2280 HY Rijswijk Marild Masserut

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 sponl,
Fax: {+31-70) 340-3016

Foren PCTABA/Z20 {January 2004) {Se# noles on accompanying sheey)




N TESTOF RM PCTASAZ220 \%

Those Noies are intended 1o give the basic Instructions contaming the fiing of amendrants under exticie 18. Tha
Notes are basad on the requiremaenis of the Patent Coopamtion Tremty, the Reguiations ard the Administrative insiructions
undar that Trealy. In case of discrepancy batvesn thase Noies snd those raquirements, the iatier are appicabla. For momne
detalied information, see also the PCT Appiicant’s Gulde, a publication of WO,

in thess Nows, "Articie”, "Rule”, and "Saction” refer to the provisions of the PCT, the PCT Reguiations and tha PCT
Administrative Instructions, respactively,

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The appiicant has, after having receivad tha Intsrnational asarch report and the written opinion of the Intemational
Ssarching Authority, one opportunily to emend the claims of the intemational ton. it shouid howgver be omphasized
that, sinca all paris of tha Inlemationsl application {ciaima.descripion and ngs) may be amended durinp the
Iniamationgl preminary examination procedurs, there |8 usually no need Io flia amancdiments of the clalmes under Article 10
muptm @.Q. the applicant wants tha latter to be pubished for the purposes of provislonal protection o has ancther

the ciaims before Intemational publication. Furthermore, it should be emphasized that provisional
pruﬂeﬂm Is avalabie In some Stawes only (6ee PCT Applicant's Guids, Annensa B1 and B2).

The allention of the applicant is drawn to the fact that anandments to the clalms under Arlicie 10 ara not allowed whore
the Intamational Searching Authorlly has daciarsd, under Articis 17(2), that no Iniamationgl search report would be
saimblished (see PCT Applicant’s Guida, Vouma VA, paragraph 266).

What parts of the international appiication may ba amanded?

Undgr Articia 19, only the claima may ba amandad,

During the inemational phass, tha claims may aiso be amendsd (or further amendad) undar Articis 34 bafors
the inlematonal Preliminary Exvamining Authority. The description and drawinge may only ba amandad under
Artice M before the inmational Examining Authartty.

Uponenwhblhanlmlphnu afl parts of the Intemational appication may be amended under Articte 28
or, whare appiicable, Article 4

Whan? Within 2 montha from the date of tranamitiat of the Intametional search report or 18 monihe from the priorty
data, whichaver ime EmR explres later. it should be noted, howaver, that the amendments will ba coneldered
as having been recsivad on time  they are recelved by the imemational Bureau afier the expiraiion of tha
npllﬂli- time limit but betore the complation of the wchnical preparations for international publication
{Aula 46.1).

Where not to flis the amendments?

Tha amendmants may only be Ned with tha Inlsmational Bureau and nat with the recelving Office or the
inlemational Gearching Authority (Rule 48.2).

Whare 2 demand for international preliminary examination has baenAs fed, sso below.

How? Elther by canceling cné or more entire ciaima, by adding one o more new ciaima or by amending the text of
one or more of the cialma as flad.

A replacemnant choet must be eubmitiecd for aach gheet of the claims which, on account of an smendment or
amendments, differs from tha sheet originglly fllad.

Al the ciaims appaaring on a repiacemaent ehost must be numberod n Arabic numerals. Whare a claim la
une-ad.nnnnumh?hgulhemar“mlquum In all cases where ciaima are renumbered, they must
be renumbered consscutively {Administrative instructions, Section 205(b}).

The smandmants must be mads In the languags In which the international appiication is to be published.

What dooumenis mustimay accompany the amendments?
Latier (Soction 205{b)):
The amendmants must be submited with & leter,

The letter will not be published with the imematienal application and the amanded claims. It should not be
coniused with the “Sialement undar Aricla 19{1)" {se# below, undar "Statement undar Articie 18{1)").

The letter must be in English or French, =t the cheios of the applicant. Howsver, if the language of the
hm-mlﬂlbnllﬁndllll.lhlmmmthln English; Iif the lnnguage of the Intemational appliostion
I Franch, the must be In French,

Notws w0 Form PCTASA/ZZ0 (first shesi) [Jarumry 2004)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Article 18 and Rulas 43 and 44)

A

Applicant's or agents flis referance FOR FURTHER sea Form PCTASAZZ20
GCN/PBE0S06 ACTION aa wefl a», whavs applicable, lism 5 below.
imemational application No. intemational filng date (dawmonvyesr) (Eariest) Priorty Dae (asy/monthyear)
PCT/GB2005/001147 29/03/2005 30/03/2004
Applicant

GLAXO GROUP LIMITED

Thia :mmnmdsomnmnmh-nmmubymtmmmmmgmmmcymdhmmnuuu applicant
accarding i Articie 18. A copy Is being tranemitad 1o the Intamational Buresu

This Intemational Ssarch Reportconsisisofatomiol___ &  sheets.
[(X] 1 aieo accompanied by a copy of each prior art document ciwd In this report.

1. Basls of the report

a4 Wit regard to the language, the emational asarch was carmied out on the basis of the intsmationsd appiication In the
languape In which It was flad, uniesa otherwise indicaiad under fhis tam,

this Authority (Rule 23.1(b)).

2. Certain claims wers found unsearchable (See Box Ii).

3 [ unnyoctinvention Is iacking (sse Box ).

4. WIth regard to the title,
[X]  the wxtis approved as submiitad by the sppiicant.
[] the wxthas been estbiehed by this Autiorily to read as follows:

5. With regard o the abatreot,
[X] e textis approved as submitad by the appicant

the iext has besn established, according to Rule 38.2{b), by this Authority as It appears in Bax No. IV, Tha appiicant
may, within one manih from 1he daw of maling of this inlemational search report, submit comments to this Authority.

6. With mpard 1© the drawings,
a. ha figure of the drawings 1o be published with the absiract Is Fgure No.
[0  assumested by e sppicant
[[] esssiectad by this Authority, bacause the appiicent falled 1o suggest a figure.
[[] ansstacted by this Authortty, becauss this figure betiar characterizes the Invention.
b. [X] none of he figures In o be published with the abatract.

D The Intamational asarch was camied out on the basis of a yanslation of the intamations appiication fumnishsd

b. [X] with regard 1o any nucisatise and/or amino scid sequence declosed In the Inwrnational appiicaion, see Box No. I.
[x]

Form PGTABA/210 (first sheet) (January 2004)




international apgication No. 0D

INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/GB2005/001147 1

BoxNo.!  Nucisotide and/or smino scid sequence(s) (Continustion of ham 1.b of the first sheet)

1.  With regard ©© any nucisclids and/or amino acid sequence disciosed In the Imemational application and necessary i the claimed
invention, the inlemational esarch was carried out on tha basis of:

a.  type ot material
E @ sequance listing
D table{s) relaled 1o the sequence leing

" ] memoom

E in compuer reaciable form

c. tme of fling/lumishing
[X] contained in the inmationat apphcation as sisd
[[]  medwosther with the imemetonst sppiication In computer readatie form
[X]  numisned subsscuenty m this Autsorty for te purposs of search

2. [X] nexivon, In the case at mare than ane version or copy ot u sequence Tsting andior tebia relating thareto has been fred
or fumighed, tha reguirod stemenia thal tha information in the subsequent or addiional coples Is identcal to that in the
spplication as flled or doss not go beyond the appication as fied, as appropriate, were fumished.

Form PCTASA/210 (continuation of first sheet (1)) (January 2004)
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. Intsmational application No
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/882005/001147

Box Il Observations where certain claims were found unssarchabie (Continuation of lem 2 of first shest)

This intamnational Gaarch Raport has not been estabiished In respact of cartain caims under Article 17(2)(a) for the following reasons:
Claimg Nos.;
bacause they reiale to subjact matier not required to be searched by ihis Authority, namely:
Although claims 28-35,58 are directed to a method of treatment of the

human/animal body, the search has been carried out and based on the alleged
effects of the compound/composition.

2. [ cuime ves:

mmmmmmunummmuuphbnmmmmmmmmuwmwm
&an sxen that no maaningiul Intarmationa) Saarch can ba carried out,

&[] ciame es:

because they &re depandent ciaims and are not drafied b aocordance with the sacond and third sentences of Rule 8.4(a)

Box Ul Obsarvations whare unity of invantion Is lacking {Continuation of Hem 3 of first sheet)

4,

Ramark an Pretest

2 D As f searchable claima could ba searched without etiort justilylng an adcditionat fee, this Autharily did not Invits payment
of any sckiitonal fee,

Thia intemational Searching Authority found multiple Inventions in this intemational application, &s olows:

1 As 8l required additional search faas ware timely paki by the appcant, this Intemational Gearch Report covers all
searchabie caims.

Aa only soma of tha recuired additional search fees were Uimely paid by the applicant. this inlemational Gsarch Report
covers only those claims for which fsés ware paid, specifically cluima Nos.:

EI Mramndluwmmmmwmwulpmcmnm
restriciad 1o the Invention firat mentioned in

antly, this Inemnational Gearch Report Is
tha claims; R Is coverad by claims Nos.:

D The additionsl seerch tees were accompanied by the spplicant's protest.

D No protest accompanied tha peyment of aciditional ssarch fess.

Form PCT/IBA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2004)




. INTERNATIONAL SEARCH REPORT

intemational Application Ne

PCT/6B2005/001147

SBINCA
A A OTK16/24  “AG1K39/395 GOIN33/53

According 1o intarmationsl Patenn Clasalfication {IPC) or 10 both national cisssliication and IPC

Minlmum documentation searchod (classilicalion Bymam ialowed by classification symbole)
CO7K AG61K GOIN

Documnantstion sasrchex! other than minkmrn documentaiion 10 the axden! thal such daocumants am included In the fiskis sesrched

EMnctronic daia base consulied during the intamational saarch (name of daia bese and. whem praciical, search lanms usesd)
EPO-Internal, Sequence Search

€. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Calegory * | Chation of documant, with indication. whare appropriaie, of Ihe relavani Asskages Paisvan 1o cialm No.

X WO 99/48523 A (GLAXO GROUP LIMITED; LIFE, 1-73
PAUL, FREDERICK)

30 September 1999 (1999-09-30)
cited 1n the application
claims 1-14; examples 6,9

A OGATA I ET AL: "Oncostatin M 1s produced 1-73
during pregnancy by decidual cells and
stimulates the release of HCG."
MOLECULAR HUMAN REPRODUCTION. AUG 2000,
vol. 6, no. 8, August 2000 (2000-08),
pages 750-757, XP002364877

ISSN: 1360-9947

abstract
figure 7
-
m Further documents are sied Inthe continustion of box . E Putent tamily members are lsied In annex.
* Spacial cadagevies of cited documunis :
" ‘T Inlar document published siar mm
aan 'M-l.ﬂﬂ-hm“ﬂ'.
A m"mm“m'ﬂ fiax to uncarstanc the principle of Sheary underying the
“E"* earir document tat pubiished on or sfer the interrailonal Tm,wwnmm
tilny dule ba conskiaTed noval or canngt e conskiered 1o
L wwbn“ww .-H:I'n(nor . m-lhmun-p-mn cdocuman s taleen slone
Chaion or Sver Kpwce s (un apactied) Tt B Comkiarat 1 VaivE B, Uoriivn Siep i T
0" docwnonl oferring to an oral disciosum, use. axhiblion or m-mm‘mumm wuh docu-
ofher means mﬂﬂlmmmbl porson aklisd
v nrm'nm":nhguu g teto e *A' decumant mamber of e sams paiont famlly
Date of the actun compiation of the intemalionsl saarch Dt of maling of 1he intomalionsl soarch repost
2 February 2006 14/02/2006
Nama and muiling adkiresa of the [SA Autivrized officor
Ewepean Paiant Oftice, P.B. 5514 Puianitaan 2
T&;MM“ 31 851 nl,
Fax (+31-70) 30-206 w0 van Klompenburg, W

Fom RCTABAZING [secont shast) (lammry 2004)

page 1 of 2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

cytokine subfamily—a potential strategy
for more effective therapy in rheumatold
arthritis"

INFLAMMATION RESEARCH, BIRKHAEUSER VERLAG,
BASEL, CH,

vol. 47, 1997, pages 1-7, XP002115636
ISSN: 1023-3830
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[Registro de referencia del solicitants o | PARA FUTURAS ACCIONES
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ver forma PCT/ISA /220
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CO7K16/24, A61K39/395, GOIN33/53
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GLAXO GROUP LIMITED

[0 CasillaNe. VI
[ Casilla No. VII

2. ACCIONES FUTURAS

1. Esta opinién contiene indicaciones relacionadas con los siguientes {tems:

Bd CasillaNo.I  Bases dels opinién

CasillaNo.I  Prioridad

(X CasillaNo.II  No establecimiento de opinitn respecto a novedad, nivel inventivo y
aplicabilidad industrial

[0 CasillaNo.IV Falta de unidad de invencién

X CasillaNo.V  Afirmacién rezonada de conformidad con la Regla 43bis.1(a)(i) con

respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

Ciertos documentos citados

Ciertos defectos en la solicitud internacional

[] CasillaNo. VIII Ciertas observaciones sobre la solicitud internacional
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considerada como una opinién esrita de la Autoridad Examinadora Preliminar (* ). Sin
embargo, esto no aplica cuando el solicitante escoge una Autoridad diferente a ésta para que sea la
IPEA y la IPEA escogida le ha notificado a la Oficina Internacional de conformidad con la Regla
66.1bis(b) que no se considerarén las opiniones exritas de esta Autoridad de Biisqueda
Internacional.

5i esta opini6n es, segn se estipula anteriormente, considerada una opinién escrita de la IPEA, se
invita al solicitante a presentar ante la IPEA una respuesta escrita junto, cuando sea apropiado, con
modificaciones, antes de la fecha de expiracién de tres meses desde la fecha de envio por correo de la
Forma PCT/ISA /220 o antes de la fecha de expiracién de 22 meses desde la fecha de prioridad, la
que expire mds tarde.

Para opciones futuras, ver la Forma PCT/ISA /220,

3. Para detalles adicionales, ver las notas a la Forma PCT/ISA /220,

Nombre y direccién de correo de la ISA: Funcionario Autorizado

Oficina Europea de Patentes - P.B, 5518 Patentiaan 2
NL-2280 HV Rijswijk - Pays Bas van Klompenburg, W

Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nl Teléfono No. +31 70 340-2243
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OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2005, 001147

Casilla No. 1. Bases de la opinién

1. Respecto al idioma, esta opinién se ha establecido segiin Ia solicitud internacional en el idioma en el cual se
present, a menos que se indique de otro modo bajo este ftem.

[[] Bsta opinién se ha establecido segtin una traduccién del idioma original al siguiente idioma  , que es el
idioma de una traducci6én proporcionada para la bisqueda internacional (bajo las Reglas 12.3 y 23.1(b)).

2. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoécida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencién reivindicada, esta opinion se ha establecido segin:

a. tipo de material:

un listado de secuencia
] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material: »_ -
y
X en formato escrito
en formato legible por computador

c. tiempo de presentacién/suministro:

B4 contenido en la solicitud internacional segtin se registré.
[] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.
B4 proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la bisqueda..

3. [X] Ademds, en el caso en que mis de una versi6én o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada
con ello se hayu registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segin se present o no va més allé
de la solicitud segiin se registrd, segiin lo apropiado, fueron suministradas.

4. Comentarios adicionales:

Casilla No.IT Prioridad

1. [ La validez de Ia prioridad reivindicada no ha sido considerada porque la Autoridad Internacional de
Biisqueda no tiene una copia de la solicitud anterior cuya prioridad ha sido reclamada, o donde se
requiera, una traduccién de dicha solicitud anterior. Sin embargo, esta opinién ha sido establecida
asumiendo que la fecha relevante (Reglas 43bis.1 y 64.1) es la fecha de prioridad reclamada.

2. [] Esta opini6n ha sido establecida como sino se hubiera reclamado priorided debido al hecho de que el
reclamo de prioridad se ha encontrado invélido (Reglas 43bis.1 y 64.1). Por consiguiente, para los

propositos de esta opinién la fecha de presentacién internacional indicada arriba es considerada como la
fecha relevante.

3. Observaciones adicionales, si es necesario:

Forma PCT/ISA/ 237 (Enero 2004)
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OFINION ESCRITADELA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2005/001147

Casilla No. III No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencidn reivindicada parece ser novedosa, comprender un nivel inventivo (ser no obvia) o ser
aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:

[] toda 1a solicitud internacional,

[X] reivindicaciones Nos. 1, 18-38, 56-58, 60-63, 69, 70, 72, 73 en parte, y 28-35, 58 con respecto a aplicabilidad
industrial

porque:

X dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 28-35, 58 con respecto a aplicabilidad industrial
se refieren a la siguiente materia objeto 1a cual no requiere un examen preliminar internacional (especifique):

ver hoja separada

B Ia descripcién, reivindicaciones o dibujos (indique los elementos particulares a continuacion) o dichas
reivindicaciones Nos. 1, 18-38, 56-58, 60-63, 69, 70, 72, 73 en parte son tan poco claros que no se podria
formar una opinién significativa (especifique):
ver hoja separada

[ las reivindicaciones, o dichas reivindicaciones Nos.  son sustentadas tan inadecuadamente por la descripeion
que no se podria formar una opinién significativa.

BJ no se ha establecido ningin reporte de bisqueda internacional para toda la solicitud o para dichas
reivindicaciones Nos. 1, 18-38, 56-58, 60-63, 69, 70, 72, 73 en parte

[ El nucledtido y/o lista de secuencia aminodcida no cumple con el estindar proporcionado en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas en que:

Ia forma escrita [ no se ha proporcionado
O no cumple con el estindar
el formato legible por computador  [] no se ha proporcionade
O no cumple con el estéindar
[] las tablas relacionadas con el nuclestido y/o lista de secuencia aminoécida, si estdn en formato legible por

computador Ginicamente, no cumplen con los requerimientos técnicos proporcionados en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

[ Ver 1a hoja separada para mis detalles

Forma PCT/ISA /237 (Enero 2004)
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OPINION ESCRITA DE LA Solicitud Internacional No.
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2005/001147

Casilla No. V Afirmacién razonada bajo 1a Regla 43bis.1(a)(i) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Declaracion
Novedad (N) Si: Relvindicaciones
No: Reivindicaciones 1-73
Nivel Inventivo (IS) Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-73
Aplicabilidad Industrial (IA) Si: Reivindicaciones 1-27, 36-57, 59-73

No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada
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OPINION ESCRITA DE LA

AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HOJA SEPARADA) PCT/GB2005/001147
Re ftem 1T

No establecimiento de opini6n respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

Las actuales reivindicaciones 1,18-38,56-58,60-63,69,70,72,73 abarcan compuestos definidos
tinicamente mediante su funcién deseada, contrario a los requisitos de claridad del Articulo 6
PCT, porque el tipo de definici6n resultado-a-ser-alcanzado no permite que el alcance de la
reivindicacién sea establecido. El hecho de que cualquier compuesto pueda ser clasificado no
permite superar esta objecién, debido a que la persona versada en la materia no tendria
conocimiento de antemano en cuanto a si esto caerfa dentro del alcance reclamado, excepto para
los compuestos revelados en esta descripcién, ver Tabla A (p.75). Se requerirfa un grado de
conocimiento excesivo para hacer una clasificacién de compuestos aleatoriamente.

La no conformidad con las disposiciones substantivas es de tal magnitud que ninguna blisqueda
significativa sobre el alcance total de las reivindicaciones 1,18-38,56-58,60-63,69,70,72,73 podria
realizarse en absoluto (Articulo 17(2) PCT). La biasqueda internacional para estas
reivindicaciones asf como el examen preliminar estd limitado a los compuestos de la Tabla A
mencionada anteriormente.

Esta Autoridad considera que la materia objeto de las reivindicaciones 28-35,58 estd cubierta por
las disposiciones de la Regla 67.1(iv) PCT. En consecuencia, no se formulard ninguna opini6n
respecto a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de estas reivindicaciones (Articulo

34(4)(a)()) PCT).

Re ftem V
Declaracién razonada respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial;
citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

Se hace referencia de los siguientes documentos:

D1: WO 99/48523 A (GLAXO GROUP LIMITED; LIFE, PAUL, FREDERICK) 30 Septiembre
1999 (1999-09-30)

D2: OGATA I ET AL: “La Oncostatina M es producida durante el embarazo por células
deciduales y estimula la liberacion de HCG" MOLECULAR HUMAN
REPRODUCTION. AGO 2000, vol. 6, no. 8, Agosto 2000 (2000-08), paginas 750-757,
XP002364877 ISSN: 1360-9947

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separads) (Hoja 1) (EPO-Enero 2004)
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OPINION ESCRITA DELA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HOJA SEPARADA) PCT/GB2005/001147

D3: CARROLL G ET AL: “Antagonismo de la subfamilia IL-6 citosina—una estrategia
potencial para una terapia mas efectiva en artritis reumatoide” INFLAMMATION
RESEARCH, BIRKHAEUSER VERLAG, BASEL, CH, vol. 47, 1997, pé4ginas 1-7,
XP002115636 ISSN: 1023-3830

A la luz del gran nimero de (reivindicaciones independientes) y para el propdsito de este
examen internacional preliminar, séle una reivindicacién independiente por categorfa es tratada
en detalle a continuacién:

La reivindicacién 1 hace referencia a anticuerpos de oncostatina M (OSM) definidos finicamente
en términos de una funcién deseada. Adicional a la falta de claridad, esta reivindicacién carece
de novedad con respecto a D1. D1 revela antagonistas de OSM (p.1 lineas 1-3) para producir
medicamentos y para el tratamiento de desérdenes inflamatorios asf como métodos de
clasificacién para tales antagonistas. Los anticuerpos contra OSM también son ensefiados (p.5)
por D1. Las figuras 7,8,11, las reivindicaciones 1-12 y los ejemplos 6,8,9 indican la utilidad de
varios anticuerpos de OSM como medicamentos y en métodos de tratamiento de enfermedades
relacionadas con la inflamacién tales como la artritis. Por lo tanto, la materia objeto de la
reivindicacién 1 no es nueva (Art. 33(2) PCT).

La reivindicacién independiente 28 se refiere a un método para el tratamiento de un paciente
humano con un anticuerpo terapéutico (fragmento). Aparte de las objeciones bajo el Art. 6 PCT
esta reivindicacién también carece de novedad con respecto a D1. Como se discuti6
anteriormente, D1 hace referencia a anticuerpos y otros antagonistas que se enlazan a OSM; mé4s
especificamente, estos anticuerpos pueden ser usados para tratar desérdenes (p.3, lineas 1-4). Por
lo tanto se concluye que la reivindicacion 28 carece de novedad (Art. 33(2) PCT).

La reivindicacién independiente 64 se refiere a un método de clasificacién de un anticuerpo que
une putativamente OSM. Como se discutié anteriormente, D1 revela también métodos para la
clasificacién de anticuerpos que unen putativamente OSM (ejemplo 8). Por lo tanto la materia
objeto de la reivindicacién 64 carece de novedad (Art.33 (2) PCT).

Otras reivindicaciones independientes

El mismo razonamiento aplica, mutatis mutandis, a la materia objeto de las reivindicaciones
independientes correspondientes que por consiguiente también se considera que no son
nuevas/inventivas.

Reivindicaciones dependientes

Ninguna de las reivindicaciones dependientes contiene alguna caracterfstica que en combinacién
con las caracteristicas de cualquier reivindicacién a la que se refieran, cumpla con los requisitos
del PCT con respecto a novedad y/o nivel inventivo, ver documentos D1-D3, y los apartes
correspondientes citados en el reporte de biisqueda, de manera especifica se resalta que los
anticuerpos caracterizados por sus secuencias son considerados como idénticos a los anticuerpos
mencionados en D1.

Forma PCT/1SA/237 (Hoja Separada) (Hoja 2) (EPO-Enero 2004)
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OPINION ESCRITA DE LA

AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HOJA SEPARADA) PCT/GB2005/001147
Concisi6n (Articulo 6 PCT)

Aunque las reivindicaciones 1,14-17,27,28,36-51, 55-65 han sido redactadas como reivindicaciones
independientes separadas, parecen estar relacionadas de manera efectiva con la misma materia
objeto y parecen diferir entre ellas Gnicamente con respecto a la definicién de la materia objeto
para la cual se busca proteccién y con respecto a la terminologfa usada para las caracteristicas de
dicha materia-objeto. Por lo tanto, las reivindicaciones en mencién carecen de concisién y como
tal no cumplen con los requisitos del Articulo 6 PCT.

Meétodo de tratamiento

Para la evaluacién de las actuales reivindicaciones 28-35,58 acerca de la aplicabilidad industrial,
no existe criterio unificado en los estados contratantes del PCT. La patentabilidad también puede
ser dependiente de la formulacién de las reivindicaciones. La EPO por ejemplo, no reconoce
como industrialmente aplicable la materia objeto de las reivindicaciones para el uso de un
compuesto en tratamiento médico, sin embargo, puede permitir reivindicaciones de primer uso
en el tratamiento médico para un compuesto conocido y el uso de tal compuesto para la
fabricacién de un medicamento para un nuevo tratamiento médico.

Forma PCT/ISA/237 (Hoja Separada) (Hoja 3) (EPO-Enero 2004)
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BoxNo.|  Basis of the opinion

Box No.ll  Prlorlty

B BoxNo.lll  Non-sstablishment of opinion with regard to novelly, Inventive step and industrial applicahliity
O BoxNo.IV  Lack of unity of invention
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0O BoxNo.Vi Cartain documents cited
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Intemnational Bureau under Rula 68.1b/s{b) that written opiniona of this Imernational Searching Authority
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it this oplnion Is, as provided above, conskiered to be a written opinion of tha IPEA, the applicant ls invited to
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whichever expires Inter.

For further optlons, see Form PCTASA220.

3. For turther datails, sea notes to Form PCTASAR20.

Name and malling address of the ISA: Authorzed Officer s
Ewopean Patent Offics - P.B. 5818 Patentiamn 2 : %
j NL-2230 HV Riswilk - Pays Bas van Kiompenburg, W { @ ;
Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 apo i A
Fax: +31 70 340 - 3016 | Telephone No. +31 70 340-2243 —

— —— as ——— —]

Form (PCTASAZIT) (Cover Shast) (January 2004)



S

WRITTEN OPINION OF THE International application No.

INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAGB2005001147

Box No.| Basis of the opinlon

. With regard to the language, this opinion has besn established on the basis of the interational application in
the language in which it was filed, unless otherwise indicated under this item,

O This opinion has been established on the basis of a translation from the original language Into the foliowing
language ,which is the language of a tranglation furnished for the purposes of intemnational search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)). .

. With regard to any nucleotide andior amino acid sequence disclosed in the international application and
necessary 1o the claimed invention, this opinion has baen astablished on the basis of:

u. type of material:
a sequence listing
O table(s) related to the sequencs listing
b. format of material:
in written format
B in computer readable form
¢. time of flingfurishing:
containad in the intemational application as fied.
O filed together with the intemational application In computer readabie form.
K fumished subsequently to this Authority for the purposes of search.
. B In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has besn filed or fumishad, the required statements that the information in the subsequent or additional

copies Is kientical to that In the application as filed or does not go beyond the appilication as filsd, as
appropriate, were furnished.

. Additional comments:

Box No. | Priority

. B The validity of the priority claim has not been conskierad because the Intemational Searching Autl'lor:x|°
does not have in its possession a copy of the earlier application whose priority has been claimed or, re

required, a transiation of that earier amlicmhn. This opinion has nevertheless been established on the
assumption that the relevant date (Rules 43big.1 and 64.1) is the claimed priority date.

. 0 This opinion has been established as if no priority had been claimed due to the fact that the priority claim
has been found Invalid (Rules 43bis.1 and 84.1). Thus for the purposes of this opinion, the international
filing date indicated above is conskiered to be the relevant date.

. Additional observations, if naceasary:

Form PCTISA/ 237 (Jarwary 2004)




WRITTEN OPINION OF THE Intemational appiication No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAGB2005001147

Box No. il Non-establishment of opinlon with regard to novelty, Inventive step and Industrial
applicabliity

Tha questions whether the claimed invention appears 1o be novel, 10 involve an invantive step {10 be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

a
=

the antire international application,
claims Nos. 1,18-38,58-58,80-63,69,70.72.73 In part, and 28-35,58 with respact to industrial applicability

because.

the said international application, or the said claime Nos. 28-35,58 with respact to industrial applicability
relate to the following subject matter which does not require an Intemnational preliminary examination
(spacify).

see separate shoet

the description, claims or drawings (/ndicate particular slements below) or said claims Nos.
1.18-38,56-58,60-83,80,70,72,73 in part are so unclear that'no maaningtul opinicn could be formed

(spsciy).
506 separato shoot

tha cigims, or said claims Noa. are 30 Inadequately supportad by the dascription that no meaningful opinion
cauld be formed.

na international search report has been established for the whole application or for gaid claims Nos.
1,18-38,56-58,80-83,69,70,72,73 in part

the nucieotide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form O has not been furnished
O doses not comply with the standard
the computer readable form [0 has not been furnished
O does not comply with the standard
the tables related to the nucleotide andior amino acid sequence listing, if In computer readabie farm only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-brs of the Administrative Instructions.

Seea separate sheet for furiher detalls

Form PCTASA/237 (January 2004)
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1. Statement

Novelty (N)

Inventive step (IS}

Industrial applicability (1A}

2. Citations and explanations
soe separate sheet
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WRITTEN OPINION OF THE Imemational application No.
INTERNATI NAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/GB2005/001147
Beltemill

Non-eatablishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial
applicabliity

The present claims 1,18-38,56-58,60-63,69,70,72,73 encompass compounds defined only
by their desired function, contrary to the requirements of clarity of Article 6 PCT, because
the result-to-be-achieved type of definition does not allow the scope of the claim to be
ascertained. The fact that any compound could be screened does not overcome this
objection, as the skilled person would not have knowledge beforehand as to whether it
would fall within the scope claimed, except for the compounds disclosed in the description,
see Table A (p.75) . Undue experimentation would be required to screen compounds
randomly.

The non-compliance with the substantive provisions is to such an extent that no
meaningful search over the whole scope of claims 1,18-38,56-58,60-63,69,70,72,73 could
be caried out at all (Article 17(2) PCT). The intemational search for these claims as well
as the preliminary examination is limited to the compounds from Table A mentioned
above.

Claims 28-35,58 relate to subject-matter considered by this Authority to be covered by the
provisions of Rule 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be formulated with respect
to the industrial applicability of the subject-matter of these claims (Article 34(4)(a)(l) PCT).

Be Item V
Reasoned statement with regard to noveity, Inventive step or industrial applicabliity;

citations and explanations supporting such statement

Reference is made to the following documents:
D1: WO 99/48523 A (GLAXO GROUP LIMITED; LIFE, PAUL, FREDERICK) 30
September 1999 (1999-09-30)
D2: OGATA | ET AL: "Oncostatin M Is produced during pregnancy by decidual cells
and stimulates the release of HCG." MOLECULAR HUMAN REPRODUCTION.
AUG 2000, vol. 6, no. 8, August 2000 (2000-08), pages 750-757, XP002364877
ISSN: 1360-9947

Form PCT/SA/257 (Separate Shawt) (Ghest 1)} (EPO-January 2004)
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INTERNATIONAL SEARCHING .
AUTHORITY (SEPARATE SHEET) _ PCT/GB2005/001147

D3: CARROLL G ET AL: "Antagonism of the IL-6 cytokine subfamily—a potential
strategy for more effective therapy in rheumatoid arthritis™ INFLAMMATION
RESEARCH, BIRKHAEUSER VERLAG, BASEL, CH, vol. 47, 1997, pages 1-7,
XP002115636 ISSN: 1023-3830

In the light of the large number of (independent claims) and for the purpose of this
international preliminary examination only one independent claim per category is treated in
detail below:

Claim 1 concerns therapeutic oncostatin M (OSM) antibodies solely defined in terms of a
desired function. This lack of clarity notwithstanding, this claim also iacks novelty with
respect to D1. D1 discloses antagonists of OSM (p.1 lines 1-3) for manifacturing
medicaments and for treatment of inflammatory disorders as well as methods of screening
for such antagonists. Antibodies against OSM are also anticipated (p.5) by D1. Figures
7.8,11, claims 1-12 and examples 6, 8,9 indicate the utility of various OSM antibodies as
medicaments and in methods of treatment of inflammation related diseases such as
arthritis. Therefore the subject-matter of claim 1 is not novel (Art. 33(2) PCT).

Independent claim 28 concerns a method of treating a hurman patient with a therapeutic
antibody (fragment). Apart from the objections under Art. 6 PCT this claim also lacks
novelty over D1. D1 as discussed above relates to antibodies and other antagonists
binding to OSM, more specifically these antibodies can be used to treat disorders (p.3,
lines 1-4). It is therefore concluded that claim 28 lacks novelty (Art. 33(2) PCT).
Independent claim 64 concerns a method of screening an antibody that putatively binds
OSM. D1 as discussed above discloses also methods for screening antibodies that
putatively bind OSM( example 8). Therefore the subject-matter of claim 64 lacks novelty
(Art. 33(2) PCT).

Other Independent claims
The same reasoning applies, mutatis mutandis, to the subject-matter of the corresponding
independent claims which therefore are also considered not new/inventive.

Dependent claims
None of the dependent claims contain any features which, in combination with the features

Form PCTASA/237 (Separate Shest) (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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of any claim to which they refer, meet the requirements of the PCT in respect of novelty
and/or inventive step, see documents D1-D3. and the corresponding passages cited in the
search report, specifically it is noted that the antibodies as characterized by their
sequences are considered as being identical to the antibodies mentioned in D1.

Conciseness (Article 8 PCT)

Although claims 1,14-17,27,28,36-51,55-65 have been drafted as separaie independent
claims, they appear to relate effectively to the same subject-matter and to differ from each
other only with regard to the definition of the subject-matter for which protsction is sought
and in respact of the terminology used for the features of that subject-matter. The
aforementioned claims therefore lack conciseness and as such do not meet the
requirements of Article 6 PCT.

Method of Treatment

For the assessment of the present claims 28-35,58 on the question whether they are
industrially applicabie, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The
patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to the
use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a known com-
pound for first use in medical treatment and the use of such a compound for the
manufacture of a medicameant for a new medical treatment.

Form PCTASA/237 (Separaie Sheet) (Shewt 3) (EPO-January 2004)
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INMUNOGLOBULINAS

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a inmunoglobulinas, tales como
anticuerpos, que se unen especificamente Oncostatina M (OSM),
particularmente OSM humana {(hOSM) y modulan la interaccién entre
OSM y gp130. En modalidades tipicas, la OSM se glicosila. La
Invencidn también se refiere a anticuerpos que modulan la Interaccién
entre tanto el Sitio Il como Sitio {ll de OSM y sus respectivos patrones
de interacclon. Se describen ademas composiciones farmacéuticas,

métodos de seleccién y de tratamiento médico.
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INMUNOGLOBULINAS

Campo de |a Invencién

La presente invencidon se refiere a inmunoglobulinas que unen
especificamente Oncostatin M (OSM) y en particular OSM humano
(hOSM). Mas particularmente, la presente Invencién se reflere a
anticuerpos que unen especificamente hOSM. La presente invenciéon
también se refiere a matodos para tratar enfermedades o desérdenes
con dichas inmunoglobulinas, composiciones farmacéuticas
comprendiendo dichas inmunoglobulinas y métodos de fabricacién.
Otros aspectos de la presente invencién seridn aparentes a partir de

la siguiente descripcion.

Antecedentes de la Invencién

Oncostatin M es una glicoproteina 28 KDa que pertenece a |a
familla de citoquinas de Interleuqina 8 {IL-6) que incluye IL-6, Factor
Inhibidor de Leucemia (LIF), factor neurotréfico cillar (CNTF),
cardiotropin-1 (CT-1) y citoquina similar a cardiotrofin (Ver Kishimoto
T ol al/ (1895) Biood 86: 1243-1254), que comparte el receptor de
sefializacidn de transmembrana gp130 (Ver Taga T and Kishimoto T
(1997) Annu. Rev. Immunol. 15: 797-8198). OSM se descubre
originaimente por su habilidad para inhibir el crecimlento de la
estirpe de célula de melanoma A375 (Ver Malik N (1988) et a/ Mol
Cell Blol 8: 2847-2853). Subsiguientemente, méas efectos se

descubren y se encuentra que es un medlador multifuncional como

47
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otras membranas de la familia IL-6. OSM se produce en una
variedad de tipos celulares incluyendo macréfagos, células T
activadas (Ver Zarling JM (1988) PNAS (USA) 83: 9739-9743),
neutréfilos polimorfonucleares (Ver Grenier A et al (1999) Blood
93:1413-1421), eosinodfilos (Ver Tamura S et al (2002) Dev. Dyn. 225:
327-31), células dendriticas (Ver Suda T et al (2002) Cytokine
17:335-340). Péancreas, rifdn, testiculos, bazo, estobmago y cerebro
(Ver Znoyko | et &/ (2005) Anat Rec A Discov Mol Cell Evol Biol 283:
182-186), y médula 4sea (Ver Psenak O et a/ (2003) Acta Haematol
109: 68-75) Sus efectos bioldgicos principales incluyen activacion de
endotelio (Ver Brown TJ ef al (1993) Blood 82: 33-7), activaciéon de la
respuesta de fase aguda (Ver Benigni F of a/ (1996) Blood 87: 1851-
1854), induccidn de proliferacién celular o diferenciacién, modulacién
de liberacién mediadora inflamatoria y hematopoyesis (Ver Tanaka M
et al (2003) 102: 3154-3162), re-modelacion de hueso (Ver de Hooge
ASK (2002) Am J Pathol 160: 1733-1743) y, promociéon de
angiogénesis (Ver Vasse M ef al/ (1999) Arterioscler Thromb Vase
Biol 19:1835-1842) y curacion de herida.

Los receptores para OSM (receptor p OSM, "OSMRp") se
expresan en un ampllo rango de células incluyendo células
epiteliales, condorcitos, fibroblastos (Ver Langdon C et a/ (2003) J
Immunol 170: 548-555), muasculo liso neuronal, nodo linf, hueso,
corazén, intestino delgado, puimén, rifién (Ver Tamura S et al (2002)
Mech Dev 115: 127-131) y células endoteliales. Varias lIneas de

evidencia sugisren que las células endoteliales son un objetivo



10

15

25

primario para OSM. Estas células_ expresan nameros 10 a 20 veces
més grandes de ambos receptores, de alta y baja afinidad, y
muestran alteraciones profundas y prolongadas en fenotipo después
de la estimulacién con OSM (Ver Modur V et al (1997) J Clin Invest
100: 158-168). Ademas, OSM es un factor de crecimiento autoécrino
principal para células de sarcoma de Kaposi, que se enseflia que son
de origen endotelial (Ver Murakami-Mori K et af (1995) J Clin Invest
96:1319-1327).

En comidn con otras citoguinas de familia IL-6, OSM se une a la
glicoproteina de transduccion de sefial de transmembrana gp130.
Una caracteristica clave de las citoquinas gp130 es la formacion de
complejos receptores oligoméricos que comprenden gp130'y uno o
mas co-receptores dependiendo del ligando (Revisado en Heinrich
PC et a/ (2003) Blochem J. 374: 1-20). Como un resultado, estas
citoquinas pueden mediar ambas actividades bioldgicas, compartidas
y Gnicas, in vitro e in vivo dependiendo de la composicion del
complejo receptor formado. OSM humano (hOSM) difiere de las
otras citoquinas IL-6 en que puede formar complejos con gp130 y ya
sea uno de los dos co-receptores, LIFR o el receptor de oncostatin
(OSMR). FIG. 1 ilustra la interaccion entre hOSM y gp130, LIFR y
OSMR. La estructura de cristal de hOSM se ha resuelto y mostrado
que comprende un haz helicoidal a cuatro con dos sitios de
glicosilaclén potenciales. Dos sitios de uniéon de ligando se han
identificado por mutagénesis dirigida de sitio en la molécula hOSM

(Ver Deller MC et al (2000) Structural Fold Des. 8:863-874). EI
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primero, llamado Sitio Il (algunas veces, “sitio 2°) interactua con
gp130 y el segundo sitio, llamado Sitio 1lI (algunas veces “sitlo 3%),
en el extremo opuesto de |a molécula Interactia con ya sea LIFR u
OSMR. Experimentos de mutagénesis han mosirado que los sitios
de unién para LIFR y OSMR son casi idénticos pero que una
mutacién de acldo nuclelco Onica puede discriminar entre los dos.

OSM se sintetlza como una protelna conteniendo una
secuencia de seflal de terminal N de 25 aminoacidos (AA)
hidrofébicos y un propéptido de terminal C de 33 AA, ambos de los
cuales se separan para generar OSM maduro. Proproteina OSM no
tlene actividad bloloégica pero se incrementa significativamente por
separacion del propéptido de tarminal C (Ver Bruce A.G. et al (1982)
Prog.Growth Factor Res. 4: 157-170, Mallk N et a/ (1989) Mol.Cell
Biol. 9: 2847-2853). OSM se ha descrito como una "molécula en
forma de barrera, compacta® con dimensiones de aproximadamente
20A x 27A x 56A. Existen cuatro regiones helicoidales alfa (hélice A
10-37AA, hélice B 67-90AA, hélice C 105-131AA y hélice D 159-
185AA, numeracion de AA Inicla después del retiro de la secuencia
de sefial). Las hélices A y C contienen “rulos”. Las hélices se unen
por dos ciclos por lo alto (ciclo AB 38-66AA, ciclo CD 130-158 AA) y
se instalan como dos pares anti-paralelos (A-D y B-C). (Ver Deller
M. C et al (2000) Structure 8; 863-874).

Parece que la union OSM a través de Sitio |l a gp130 permite la
unién de otra molécula OSM a gp130 por una intaraccidn de Sitio IIl.

OSM también se unird a ya sea LIFR o OSMR a través del Sitio 1.
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De esta manera, OSM forma un complejo con su receptor
consistiendo de: un gp130, un LIFR o OSMR, y dos moléculas OSM.
(Ver Sporeno E (1994) J.Biol.Chem.269:10991-10995, Staunton D et
al (1998) Prot.Engineer 11:1093-1102 y Gearing DP (1982) Science
225:306-312).

Utilizando mutagénesis, los residuos importantes para unlén
OSM-gp130 Sitio Il son GIn20, Gly120, GIin16 y Asn124. Para unidn
OSM-OSMR Sitio Ill, los residuos importantes son Phe160 y Lys163.
La interaccion del Sitio || OSM es por lo tanto dependiente de Gin20,
Gly120, Asn124 y a menor grado Gin16 en hOSM. Tres rasiduos
complementarios en gp130 (Phe169, Tyr196 y GIlu282) se han
identificado como de observacidon particular en la interaccién entre
OSM y gp130. (Ver Deller M ot &l (2000) Structure 8:863-874,
Aasland D et &/ (2002) J.Mol.Biol.315:637-646, Timmermann A et a/
(2000) FEBS Lett.468: 120-124).

La secuencia de aminoéacidos Iniciando en la posicién 1 para

hOSM se establece como SEQ.I.D.NO: 13

MGVLLTQRTLLSLVLALLFPSMASMAAIGSCSKEYRVLLGQLQKQTDLM
QDTSRLLDPYIRIQGLDVPKLREHCRERPGAFPSEETLRGLGRRGFLQ
TLNATLGCVLHRLADLEQRLPKAQDLERSGLNIEDLEKLQMARPNILGL
RNNIYCMAQLLDNSDTAEPTKAGRGASQPPTPTPASDAFQRKLEGCRF
LHGYHRFMHSVGRVFSKWGESPNRSRRHSPHQALRKGVRRTRPSRK
GKRLMTRGAQLPR. (SEQ.1.D.NO: 13).

Reslduos Sitio [l de observacién particular se resaltan en
negritas y se subrayan.

Un cADN que codifica hOSM se establece en SEQ.I.D.NO:14.

e
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ATGGGGGTACTGCTCACACAGAGGACGCTGCTCAGTCTGGTC
CTTGCACTCCTGTTTCCAAGCATGGCGAGCATGGCGGCTATAG
GCAGCTGCTCGAAAGAGTACCGCGTGCTCCTTGGCCAGCTCC
AGAAGCAGACAGATCTCATGCAGGACACCAGCAGACTCCTGGA
CCCCTATATACGTATCCAAGGCCTGGATGTTCCTAAACTGAGA
GAGCACTGCAGGGAGCGCCCCGGGGCCTTCCCCAGTGAGGAG
ACCCTGAGGGGGCTGGGCAGGCGGGGCTTCCTGCAGACCCTC
AATGCCACACTGGGCTGCGTCCTGCACAGACTGGCCGACTTAG
AGCAGCGCCTCCCCAAGGCCCAGGATTTGGAGAGGTCTGGGC
TGAACATCGAGGACTTGGAGAAGCTGCAGATGGCGAGGCCGA
ACATCCTCGGGCTCAGGAACAACATCTACTGCATGGCCCAGCT
GCTGGACAACTCAGACACGGCTGAGCCCACGAAGGCTGGCCG
GGGGGCCTCTCAGCCGCCCACCCCCACCCCTGCCTCGGATGC
TTTTCAGCGCAAGCTGGAGGGCTGCAGGTTCCTGCATGGCTAC
CATCGCTTCATGCACTCAGTGGGGCGGGTCTTCAGCAAGTGG
GGGGAGAGCCCGAACCGGAGCCGGAGACACAGCCCCCACCA
GGCCCTGAGGAAGGGGGTGCGCAGGACCAGACCCTCCAGGAA
AGGCAAGAGACTCATGACCAGGGGACAGCTGCCCCGGTAG
(SEQ.I.D.NO:14)

Artritis reumatoide (RA) comprende un sindrome de procesos
patogénicos distintos pero interconectados. Son: inflamacién local y
sistémica, proliferacion de células sinoviales, angiogénesis y
deposicion de matriz conducliendo a formacién de tejido panoso que
invade y destruye el cartllago y hueso, resultando en deformacion e
incapacidad. EI| apuntalamiento de esta patologla es la liberacion
crénica de cltoquinas y mediadores inflamatorlos de células que
entran y toman residenclia en la articulacion inflamada de células de
tejido de articulacién endégena (Ver Firestein G (2003) In
Rheumatology. Eds Hochberg, Siiman, Smolen, Waeinblatt and
Weisman. Pub. Mosby. 855-884). Los eventos de iniclacién en RA se
desconocen pero una abundancia de evidencia sugiere que incluyen
activacion de linfocitos T por ya sea un “"auto” antigeno autélogo o

externo (Ver Firestein G (2004) J Clin Invest 114: 471-4). EIl grado al

1
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cual las células T se requieren para mantener los procesos de
enfermedad en progreso una vez que se han iniciado también es
incierto aunque los agentes terapéuticos tal como CTL4Ilg, que
especificamente tilenen como objetivo las células T, pueden ser
efectlvos en enfermedad avanzada (Ver Kremer JM et a/ (2003) New
Engl J Med 349: 1807-15, Moreland L et al (2004) Annual meeting of
the American College of Rheumatology Abstract 1475).

Los eventos mas tempranos en el desarrollo de sinovitis
reumatoide incluyen reclutamiento de células polimorfonucleares o
mononucleares para cruzar el endotelio en capllares en la capa de
forro sinovial. Aunque los polimorfos migran en fluido sinovial (SF)
los linfocitos permanecen préximos a los capilares y pueden
organizarse subsiguientemente en folfculos linfoides ectépicos. Este
influjo de células inmunes se sigue por proliferacion de sinoviocitos
como fibroblasto (FLS). A pesar de sus contrapartes normales, RA
FLS parece haber escapado de los procesos reguladores que
resuitan en detencién de proliferacién y apoptosis conduciendo a su
acumulaciéon continGa (Ver Yamanishi Y et al (2004) Arthritis Res
Ther 7: 12-18). Ademas, el tejido panoso emergente ahora
desarrolla nuevos vasos sanguineos soportados por matriz
extracelular para permitir expansién adicional. Este proceso incluye
proliferacion de fibroblasto, remodelacién de matriz y angiogénesis
se parece cercanamente a un evento de curacién de herida no
controlado. Los monocitos migran en el tejido panoso en desarrolio

y experimentan diferenciacién en macréfagos con un fenotipo
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activado cronicamente. De manera similar las células B
experimentan diferenciacion terminal para formar células de plasma
que viven largo tiempo que secretan anticuerpos incluyendo factores
reumatoides. La habilidad del sinovio Inflamado a sostener la
diferenciacion local de mieloide y células linfoides se basa, en partse,
en produccioén local de factores de crecimiento tales como GMCSF e
IL-8. Tanto FLS como leucocitos mononucleares residentes liberan
factores solubles que estimulan reclutamiento adicional de células
inflamatorias de la sangre y, criticamente, activan la siguiente etapa
en el proceso de enfermedad, la destruccién de cartilago articular y
re-modeiacién de hueso. EIl tejido panoso es invasivo. Su borde
gulia secreta enzimas destructivas tales como MMPs y citoquinas que
alteran el fenotipo de células que mantienen la integridad estructural
de cartiltago y hueso. Como un resultado, proteoglicanos se pierden
y el colageno tipo Il se separa de manera irreversible conduciendo a
debilitamiento y pérdida de cartflago. EI| hueso experimenta un
niamero de cambios profundos, que incluye erosiones focales,
osteoporosis sub-condral. Por Gltimo estos camblos resultan en la
deformidad caracteristica y subluxacion de las articulaciones
observadas en RA avanzada (Ver Gordon D and Hastings D (2003) in
Rheumatology. Eds Hochberg, Sliman, Smolen, Wasinblatt and
Weisman. Pub. Mosby. 765-780).

RA es una enfermedad sistémica, probablemente como un
resultado del pasaje de mediadores inflamatorios de la articulacién

en la sangre. Esto afecto muchos sistemas de 6drgano en el cuerpo

¥



10

156

25

incluyendo plel, ojos, higado, rifiones, cerebro y el forro vascular,
conduciendo a mortalidad y morbidez incrementada (Ver Matteson EL
(2003) in Rheumatology. Eds Hochberg, Silman, Smolen, Weinbiatt
and Weisman. Pub. Mosby. 781-792). Mucha de |a mortalidad en
exceso se debe a enfermedad cardiovascular causada por
ateroesclerosis ya que muchos de los procesos patogénicos incluidos
en el desarrollo de sinovitls reumatoide son comunes para Ia
formacién de placas ateroescleroéticas.

Tratamlentos para RA con el objetivo de controlar el dolor
reducen la inflamacién y detencién de los procesos que resultan en
destruccion de tejido. Tradicionalmente RA se ha tratado con
farmacos anti-inflamatorios no esteroidales (NSAIDS), bajas dosis de
esteroides y los asi llamados farmacos anti-reuméaticos modificando
la enfermedad (DMARDS). Los bajos niveles de eficacia, Inicio
lento, toxicidad, tolerabllidad deficiente y resistencia incrementada
con el tiempo Infestan el uso de esios tratamientos que incluyen
metotrexato (MTX), sulfasalazina, oro y Leflunomida. Mas
recientemente, la introduccién de farmacos bioldgicos tales como
Enbrel™, Remicide™ y Humira™, k6 que inhiben el Factor de Neacrosis
de Tumor de cltoquina (TNF), ha tenido un avance significativo (Ver
Roberts L and McColl GJ (2004) Intern Med J 34:687-93).

Por lo tanto un objeto de la presente invencién es proporcionar
un planteamiento terapéutico al tratamiento de RA y otras
enfermedades y desdrdenes, particularmente desérdenes y

enfermedades inflamatorias tales como osteoartritis y psorlasis. En
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particular es un objeto de !a presente invencién proporcionar
inmunoglobulinas, especialmente anticuerpos que especificamente
unen OSM (por ejemplo, hOSM, particularmente Sitio Il del mismo) y
modulan (es decir, inhiben o bloquean) la interaccién entre OSM y
gp130 en el tratamiento de enfermedados y desérdenes en respuesta
a modulacion de esa interaccion.

Existe evidencia creclente para soportar la hipttesis de que
moduiar la interaccion OSM-gp130 puede ser de beneficio en el

tratamiento de tales enfermedades y des6rdenes.

Evidencia Clinlca

OSM se sncuentra en SF de pacientes RA humanos (Ver Hui W
et al (1997) 56: 184-7). Estos niveles se correlacionan con; el
nimero de neutréfilos en SF, niveles de TNF alfa (algunas veces
*"TNF") en SF, y marcadores de destruccién de cartilago (Manicourt
DH et al/ (2000) Arthritis Rheum 43: 281-288). Ademas, el tejido
sinovial de pacientes RA secreta OSM espontaneamente ex vivo (Ver
Okamoto H et al (1997) Arthritis and Rheumatism 40: 1096-1105).
También se ha demostrado que OSM esta presente en macréfagos
sinoviales (Cawston TE et a/ (1998) Arthritis Rheum 41:1760-1771) y
como se trata anterlormente, receptores OSM y gp130 se expresan
en células endoteliales, fibroblastos sinoviales, conodrocitos y
osteoblastos. Ademas, las células infiltrando placas
ateroescieréticas y aneurismas adrticos expresan OSM sugiriendo

una asociaclén de esta citoquina con inflamaciéon crénica (Ver
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Mirshahl F et a/ {2001 ) Ann NY Acad Sci 936: 621-4).

Evidencla In vitro

Las células endoteliales expresan diez a veinte veces el
namero de receptores OSM que otros tipos celulares (Ver Brown TJ
et a/ (1991) J Immunol 147;: 2175-2180, Linsley PS et al (1989) J Biol
Chem 264: 4282-4289). OSM solo o sinergisticamente en
combinacién con otras citoquinas, activa el endotelio para liberar las
citoquinas y quimoquinas y unir los neutréfilos, monocitos y linfacitos
mediando su extravasacidon en tejido sinovial (Ver ModurV et al
(1997) J Clin Invest 100: 158-168). OSM también ha demostrado ser
un estimulador potente de angiogénesis (Ver Vasse M e! a/ (1999)
Aterioscler Thromb Vase Blol 19: 1835-1842) y activaciéon vy
proliferacion de células de fibroblasto sinovial (FLS) (facilitando asl
la formacién de tejido panoso, la liberaciéon de IL-6, MMPs) y actia
sinergéticamente con TNF e IL-1 para inducir esta liberaciéon de
mediador (Ver Langdon C et a/ (2000) Am J Pathol 157: 1187-11886).
OSM también ha demostrado inducir (con IL-1) liberaclién de
colageno y proteoglican del cartilago (Ver Cawston T et a/ (1995)
Blochem Biophys Res Commun 215: 377-385). Ademas, OSM induce
liberacién de proteina de fase aguda y produccion de receptor IL-6
de hepatocitos (Ver Cichy J ef a/ (1997) J Immunol 159: 5848-5643,
Kurash JK (2004) Exp Cell Res 292: 342-58) y puedae por lo tanto
contribuir a los efectos sistdmicos de inflamaclon reumatoide

incluyendo fatiga. Ademés, OSM induce actlvidad y diferenclaclién
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de osteoclasto /n vitro (Ver Palmqvist P ef a/ (2002) J Immunol 169:

3353-3362).

n Viv

Expresiéon adenoviral de OSM de murino (mOSM) en las
articulaciones de ratones normales resulta en una artritils erosiva e
inflamatoria severa (Ver Langdon C et a/ (2000) Am J Pathol 157:
1187-1196). De manera simllar, la enfermedad agresiva se observa
en ratones noqueados carantes de TNF, IL-1, IL-6 e iINOS sigulendo
el suministro de mOSM adenoviral (Ver de Hooge ASK et a/ (2003)
Arthritis and Rheumatism 48:1750-1761), demostrando que OSM
puede mediar todos los aspectos de patologla de artritis. La
expresiobn de OSM de ratén utilizando un vector mOSM
adenoviralmente expresado causa dafio a |la placa de crecimiento
tipica de Artritis Idiopatica Juvenil (Ver de Hooge ASK et a/ (2003)
Arthritis and Rheumatism 48:1750-1761). En un modelo experimental
artritis inducida por colageno, un anticuerpo anti-OSM administrado
terapéutico a ratones previno progresidon adicional de la enfarmedad.
Resultados similares se obsarvan cuando anti-OSM se administra
profilacticamente a los ratones con artritis Iinducida por pristana, un
modelo retrasado/remitente reminescente de la enfermedad de
humano (Ver Plater-Zyberk C et a/ (2001) Arthritis and Rheumatism
44; 2697-2702). En monos, OSM inyectado subcutaneamnete Induce
una respuesta de fase aguda e inflamacién cronica local (Ver Loy JK

et al (1999) Toxicol Pathol 27: 151-155). OSM ha demostrado inducir
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infiltracion PMN y mononuclear y liberacion de proteoglican cuando
se inyectan en articulaciones de cabra (Ver Bell MC et a/ (1999)
Arthritis Rheum 42: 2543-2551). La sobreexpresion transgénica de
mOSM en nodos linf de ratén resulta en maduracion de célula T
extratimica, proliferacion de células T de memoria y falla para
eliminar células T autoinmunes (Ver Louis | et &/ (2003) Blood
102:1397-1404). La sobreexpresiéon transgénica de OSM en el
pancreas causa flbrosis extensiva similar a aquella observada en
sinovio RA avanzada (Ver Malik N et al (1995) Mol Cell Biol 15:
2349-2358).

En W099/48523, se describe ol uso de antagonistas OSM en el
tratamiento de desdrdenes y enfermedades inflamatorias. Esta
descripcion utilizé un anticuerpo OSM de anti-ratobn en un modelo
murino de artritis.

Toda la patente y referencias de literatura descritas dentro de
la presente especificaclén se incorporan expresa y completamente

en la presente para referencia.

Breve Descripcién de la Inveancidn

La presente invencién postula que modular (en particular
bloquear) |la interaccién entre Sitio Il de hOSM y gp130, con un
anticuerpo que une especificamente hOSM modulara la sefializacién
por todos los complejos receptores de OSM potenciales,
neutralizando efectivamente la actividad bioldgica de la citoquina a

un grado terapéduticamente significativo. A pesar de esto, los

St
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presentes inventores han encontrado que el bloqueo ambos sitios,
Sitio 1l y Sitio Ill, de hOSM mejora sorprendentemente Ila
neutralizaciéon de esta citoquina. Ademas, los presentes inventores
han encontrado que |a glicosilacion de hOSM Juega un papel
inesperado en el evento de unién entre hOSM y un anticuerpo que
une especlificamente hOSM.

La presente invencion por lo tanto proporciona un anticuerpo
terapéutico 15E10 o 10D3 (que puede ser quimérico, humano,
humanizado, biespaclifico o fragmentos de unién de antigeno de los
mismos), que une especificamente hOSM e interactta con el Sitio Ii
de hOSM. Ver Tabla A de abajo.

En una modalidad de la presente invencidn se proporciona un
anticuerpo terapéutico o fragmento de unién de antigeno del mismo
que une especificamente hOSM y modula (es decir, inhibe o bloquea)
la interacclén entre Sitio 1|l de hOSM y gp 130. En algunas
modalidades, el anticuerpo terapéutico o fragmento de unién de
antigeno del mismo especificamente une Sitio [| de hOSM.

En otra modalidad, se proporciona un anticuerpo terapéutico o
fragmento de unién de antigeno del mismo que une especificamente
hOSM y comprende el siguiente CDRH3: SEQ.I.D.NO: 3 o
SEQ.1.D.NO:42.

En otra modalidad de la presente invencién se proporciona un
anticuerpo terapéutico o fragmento de unién de antigeno del mismo
que se une especificamente a hOSM y comprende los sigulente

CDRs: CDRH1: SEQ.I.D.NO: 1
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CDRH2: SEQ.I.D.NO: 2
CDRH3: SEQ.I.D.NO: 3
CDRL1: SEQ.I.D.NO: 4
CDRL2: SEQ.I.D.NO: §
CDRL3: SEQ.I.D.NO: 6

En otra modalidad de la presente invencidon se proporciona un
anticuerpo terapéutico o fragmento de unién de antigeno del mismo
que se une especiflcamente a hOSM y comprende los slguientes
CDRs: CDORH1: SEQ.L.D.NO: 40
CDRH2: SEQ.I.D.NO: 41
CDRH3: SEQ.I.D.NO: 42
CDRL1: SEQ.I.D.NO: 43
CDRL2: SEQ.I.D.NO: 44
CDRL3: SEQ.I.D.NO: 45

Por toda esta especificacion, los términos “CDR", "CDRL1",
*CDRL2", "CDRL3", "CDRH1", "CDRH2", "CDRH3" siguen el sistema
de numeracidon Kabat como se aestablece en Kabat et al; Sequences
of proteins of Immunological Interest NIH, 1987. Por lo tanto lo

sigulente define los CDRs de acuerdo a la invencioén:

CDR: Residuos
CDRH1: 31-35B
CDRH2: 50-65
CDRH3: 85-102
CDRL1: 24-34

o
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CDRL2: 50-56
CDRL3: 88-97

En otra modalidad de la Invencién se proporclona un antlcuerpo
terapéutico de murino o fragmento de unién de antigeno del mismo
comprendiendo un dominio Vy teniendo la secuencia: SEQ.I.D.NO: 7
y un dominio V|, teniendo la secuencia: SEQ.1.D.NO: 8.

En otra modalidad de la Invencién se proporciona un anticuerpo
terapéutico de murino o fragmento de unidén de antigeno del mismo
comprendiendo un dominio V4 teniendo la secuencia: SEQ.I.D.NO: 46
y un dominio V. teniendo la secuencia: SEQ.I.D.NO: 47.

En una modaiidad de la invencién se proporciona un anticuerpo
terapéutico humanizado o fragmento de unién de antigeno del mismo
comprendiendo una cadena Vy teniendo la secuencia establecida en
SEQ.I.D.NO: 9 y un dominio V, tenlendo la secuencia establecida en
SEQ.1.D.NO:10.

En una modalidad de |a invenclén se proporciona un anticuerpo
terapéutico humanizado o fragmento de uniéon de antigeno del mismo
comprendiendo una cadena Vy teniendo la secuencia establecida en
SEQ.1.D.NO: 48 y un dominio V_ teniendo la secuencia establecida
en SEQ.1.D.NO:49.

En otra modalidad de la invencién se proporciona un anticuerpo
terapéutico humanizado, tal anticuerpo comprende una cadena
pesada tenlendo la secuencia establecida en SEQ.I.D.NO: 11 y una
cadena ligera teniendo la secuencia establecida en SEQ.I.D.NO:12.

En otra modalidad de la invencién se proporciona un anticuerpo

1
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terapéutico humanizado, tal anticuerpo comprende una cadena
pesada teniendo la secuencla establecida en SEQ.I.D.NO: 50 y una
cadena ligera teniendo la secuencia establecida en SEQ.I.D.NO:51.

En otra modalidad de la invencién se proporciona un anticuerpo
terapéutico humanizado o fragmento de uniéon de antigeno del mismo
que modula (es decir, Inhibe o bloguea) la interaccién entre hOSM y
gp130.

En otra modalidad de la Invencién se proporciona un dominio
Vy aislado de un anticuerpo comprendiendo (o consistiendo
esenciaimente de) SEQ.I.D.NO: 7 0 SEQ.I.D.NO:8 0 SEQ.I.D.NO:46 o
SEQ.|.D.NO:48.

En otra modalidad de la invencién se proporciona un anticuerpo
terapéutico o fragmento de unién de antigeno del mismo
comprendiendo un dominio V, seleccionado del grupo que consiste
de; SEQ.1.D.NO: 7, SEQ.I.D.NO: 8, SEQ.I.D.NO: 48, SEQ.I.D.NO: 48,

En otra modalidad de la presente invenciéon se proporciona un
anticuerpo terapéutico o fragmento de unién de antigeno del mismo
que inhibe competitivamenta la unién del anticuerpo terapéutico
comprendiendo a8 CDRH3 de SEQ.I.D.NO: 3.

En otra modalidad de la invencién se proporciona un anticuerpo
terapéutico o fragmento de unién de antigeno del mismo que inhibe
competitivamente la unién del anticuerpo terapéutico comprendiendo
CDRs de SEQ.I.D.NO: 1,2, 3, 4, 5y 6 con hOSM.

En otra modalidad se proporciona anticuerpo terapéutico o

fragmento de unién de antigeno del mismo que inhibe
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competitivamente la unién del anticuerpo terapéutico comprendiendo
una cadena pesada de SEQ.I.D.NO: 11 y una cadena ligera de
SEQ.I.D.NO: 12 con hOSM.

En otra modalidad de la invencidn se proporciona un método
para tratar un paciente humano afligido con una enfermedad o
desorden en respuesta a modulacion de la interaccién entre hOSM y
gp130 tal método comprende la etapa de administrar a dicho
paciente una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo
terapéutico o fragmento de unién de antigeno del mismo como se
describe en |la presente.

En otra modalldad de la presente Invenciéon se proporciona un
método paré tratar un paciente humano afligido con un desorden o
enfermedad inflamatoria tal método comprende l|la etapa de
administrar a dicho paclente una cantidad terapéuticamente efectiva
del anticuerpo terapéutico o fragmento de unién de antigeno del
mismo como se describe en la presente.

En otra modalidad de la presente invencién se proporciona un
método para tratar un paclente humano afligldo con una enfermedad
artritica, particularmente artritis reumatolde, artritis de Inicio juvenil
u osteoartritis tal método comprende |la etapa de administrar a dicho
paciente una cantidad terapéuticamente efectiva del anticuerpo
terapéutico o fragmento de unién de antigeno del mismo como se
describe en la presente.

En otra modalidad de la Iinvencién se proporciona un método

para reducir o prevenir degradacién de cartllago en un paciente
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humano afligido con (o susceptible a) tal degradacion, tal método
comprende |la etapa de administrar una cantidad terapéuticamente
efectiva de un anticuerpo terapéutico o fragmento de unidén de
antigeno del mismo a dicho paciente como se describe en Ila
presente.

En otra modalidad de la presente invencién se proporciona a
método para reducir produccién de TNF alfa en un paciente afligido
con una enfermedad o desorden en respuesta a reducciéon de TNF
alfa, tal método comprende administrar a dicho paciente una
cantidad terapéuticamente efectiva de un anticuerpo terapéutico o
fragmento de unién de antigeno del mismo como se describe en la
presente.

En otra modalidad de la invencién se proporclona un método
para tratar las manifestaciones extracelulares de un desorden o
enfermedad artritica tal método comprende |la etapa de adminlistrar
una cantidad terapéuticamente efectlva de un anticuerpo terapéutico
o fragmento de unién de antigeno del mismo como se describe en Ia
presente al paciente humano afligido con l|las manifestaciones
extraarticulares de un desorden o enfermedad artritica.

En otra modalldad de |a presente Invencion se proporciona un
método para tratar un paclente humano afligido con una enfermedad
de origen endotelial tal método comprende las etapas de administrar
a dicho paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un
anticuerpo terapéutico o fragmento de unién de antigeno del mismo

como se describe en la presente.
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Uso del anticuerpo terapéutico o fragmento de unién de
antigeno del mismo como se describe en Ia presente en la
fabricaclén de un medicamento para el tratamiento de enfermedades
o des6rdenes como se describe en la presente también se
proporciona.

En otra modalidad de la invencidbn se proporciona un proceso
para la fabricacién de un anticuerpo terapéutico o fragmento de
unién de antigeno del mismo como se describe en la presente.

En otra modalidad de la invencién se proporciona un ensayo
(particularmente un ensayo ELISA) para estudiar la Interacciones
entre OSM (particularmente hOSM) y un patrén de interaccion (tatl
como gp130, LIFR, OSMR), tal ensayo comprende la etapa de
proporcionar para dicho estudio, una muestra de OSM glicosilado
(tipicamente glicosilado por una célula huésped vertebrada tal como
célula huésped de mamlifero, por ejemplo, CHO glicosilado).

En una modalidad adicional de I|a presente invencion se
proporciona un anticuerpo terapéutico que une especificamente
hOSM glicosilado nativo y modula (es decir, inhibe o bloquea) la
interaccion entre hOSM glicosilado native y un patrén de interaccién
seleccionado del grupo que consiste de gp130, LIFR, OSMRA.

Se proporciona un método para producir una composicion
farmacéutica comprendiendo un anticuerpo terapéutico que une
especificamente hOSM y modula (es decir, inhibe o bloquea) la
interaccléon entre hOSM y gp130 tal método comprende las etapas

de;

61



10

156

25

21

(a) proporcionar un anticuerpo candidato

(b) proporcionar OSM glicosilado (particularmente hOSM
producido por una célula huésped mamifera
recombinantemente transformada o transfectada tal como
una ceélula CHO recombinantemente transformada y/o
hOSM glicosilado nativo);

(c) contactar el anticuerpo de la etapa (a) con hOSM de la
etapa (b) bajo condiciones permisivas para union;

(d) determinar sl el anticuerpo de la etapa (c) modula la
interaccién entre hOSM y gp130;

(e) humanizar opcionalmente dicho anticuerpo de etapa (a) o
(d);

(f) incorporar dicho anticuerpo de la etapa (d) o (e) en una
composicion farmaceéutica.

Otros aspectos, objetos y ventajas de la presente Invencion

seran aparentes a partir de la siguiente descripcion.

Breve Descripcién de las Dibulos

FIG. 1 es una llustracién esquematica de la interacciéon entre
OSM y gp130, LIFR y OSMR3A.

FIG. 2 ilustra la inhibicion de gp130 ELISA utilizando hOSM
(panel superior) y cOSM (panel inferior) siguiendo el procedimiento
establecido abajo de los ejemplos utllizando los anticuerpos
quiméricos 15E10 y 10D3. Ver la descripcién de abajo para detalles

adicionales.

LT
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FIG. 3 ilustra el ansayo de célula KB utilizando hOSM (panel
superior) y cOSM (panel inferior) siguiendo el procedimiento de los
aejemplos utilizando los anticuerpos quiméricos 15E10 y 10D3 de los
ejemplos.

FIG. 4 ilustra inhibicion de gp130 ELISA contra hOSM (panel
superior) y ¢cOSM (panel Inferior) en donde % de inhibiciobn como una
funcién de concentracién de anticuerpo para cuatro anticuerpos
humanizados (B1L1, B1L2, B4L1, B4L2) y quimérico 15E10 se
diagrama.

FIG. 5 ilustra la inhibiclén de gp130 ELISA de los ejemplos
donde varios anticuerpos humanizados (B2L2, B3L2, B4L2) se
comparan con el quimérico 15E10 para unirse a hOSM producido por
CHO.

FIG. 6 ilustra el ensayo de FIG. 5 utlllzando cOSM en lugar de
hOSM.

FIG. 7 ilustra el ensayo de FIG. 5 utilizando hOSM producido
por CHO en 25% suero AB humanao.

FIG. 8 ilustra el ensayo de FIG. 7 utilizando cOSM en lugar de
hOSM.

FIG. 9 ilustra la inhiblcion de gp130 ELISA de OSM neutréfilo
de cuatro muestras humanas diferentes utilizando anticuerpos
humanizado B2L2, B3L2, B4L2 y quimérico 15E10.

FIG. 10 ilustra la inhibiclén de gp130 ELISA utilizando tres
anticuerpos humanizados (B2L2, B3L2, y B4L2) y anticuerpo

guimérico 15E10 contra hOSM aislado del fluido sinovial de
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pacientes RA humanos.

FIGs. 11 a 16 ilustran los resultados de FIGs. 5 a 10 en el
ensayo de célula KB en lugar de inhibicion de gp130 ELISA con la
excepcion de que el ensayo de célula KB de OSM de neutréfilo de la
FIG. 15 utilizé una muestra de humano de OSM de neutréfilo. De
esta manera FIG. 11 ilustra el ensayo KB de hOSM producido por
CHO, FIG. 12 de cOSM producido por CHO, FIG. 13 de hOSM
producido por CHO en 25% suero AB humano, FIG. 14 de cOSM
producido por CHO en 25% suero AB humano, FIG. 15 de OSM de
neutréfilo, FIG. 16 de OSM aislado de células SF de pacientes RA.

FIG. 17 ilustra la Inhibicién de gp130 ELISA del murino de
origen 15E10, el quimeérico 15E10, una construccién de anticuerpo
humanizada B3L2, y un mutante litico Fc de B3L2 contra _hOSM
producido por CHO. Ver descripcion para méas detalle.

FIG. 18 ilustra el ensayo de FIG. 17 utilizando cOSM.

FIG. 19 llustra el ensayo de célula KB del murino de origen
15E10, quimera 15E10, construccién humanizada B3L2 y un mutante
litico Fc de B3L2 contra hOSM producido por CHO.

FIG. 20 es una Illustracion esquematica del ensayo de
competicién de los ejempilos.

FIG. 21 llustra la Inhibicion de 15E10 (construccién humanizada
B3L2) por anticuerpo competidor 10D3 de murino de los ejemplos. El
porcentaje de inhibicibn de 415E10 por competidor 10D3 a
equimolaridad (0.15ug/ml):62.3%.

FIG. 22a llustra una curva estandar tipica en gp130-OSMELISA

6Y
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utilizando OSM no glicosilado. y donde la concentracién gp130 para
revestir la placa ELISA es 1 ug/mi.

FI1G. 22b ilusira la sensibilidad Incrementada de gp130-OSM
ELISA cuando la concentraciéon gp130 utilizada para revestir la placa
s$e incrementa a 4ug/ml.

FIG. 22c ilustra que gp130-OSM ELISA funciona con tanto OSM
glicosilado como no glicosllado, OSM no glicosilado; circulos llenos,
OSM glicosilado; tridAngulos ablertos. Observe que |a sensibilidad de
ELISA es mayor para OSM no glicosilado, posiblemente como un
resultado de epitopos de ocultamiento de glicosilacion reconocidos
por el anticuerpo de deteccién utilizado.

FIG. 23a llustra el efecto de anticuerpo neutralizante OSM,
Mab295 (R&D Sytems) en gp130-OSM ELISA. OSM solamente;
circulos abiertos, OSM + Mab288; triAnguios llenos, OSM + MAb295
pero sin gp130 en la placa de ELISA; cuadros llenos.

FIG. 23b es una llustraclén esquemética de como Mab285
puede potenciar la safial OSM en gp130-OSM ELISA.

FIG. 24 llustra datos del ensayo de célula KB mostrando la
efectividad de neutralizaciéon OSM por Mab 285. Las células se
estimulan con 1 ng/ml OSM solamente, o esta concentracion de OSM
mezclada con varias concentraclones de Mab295 antes del ensayo.
OSM solamente; triAngulos llenos, OSM + Mab285; circulos ablertos,
sin estimulacién OSM; cuadros llenos.

FIG. 25 ilustra el efecto de un anticuerpo especifico de sitio Il

de OSM, OM4-11.31 en gp130-OSM ELISA. OSM solamante; clrculos
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ilenos, OSM + anticuerpo especifico OSM sitio |l; cuadros abiertos,
OSM + OM4-11.31; circulos llenos.

FIG. 26 llustra la inhibicidn de unién de un complejo de OSM
con un anticuerpo especifico de sitio 11l (OM4-11.17) a go130 por un
anticuerpo OSM especifico de sitio II, OM4-5.3. 12.5ng/ml OSM
solamente; barra sélida, OSM+OM4-11.17; barra de lInea diagonal,
OSM+OM4-11.17+IgG control; barra cruzada; OSM+0OM4-
11.17+0OM4-5.3; barra punteada.

FIG. 27 ilustra la emergencia de anticuerpos OSM especificos
de sitio Il y no sitio Il en sueros de ratones inmunizados con OSM
humano, como se detecta utilizando gp130-OSM ELISA. Andlisis de
suero después de refuerzos, primero, segundo y tercero con OSM
humano; a, b y ¢ respectivamente. Suero OSM+pre-inmune; circulos
ablertos, OSM+antisueros de ratdn inmunizado; triAngulos invertidos
llenos, OSM+antisuero de ratén inmunizado, pero sin gp130 en placa
de ELISA; triangulo abierto invertido.

FIG. 28 llustra la sinergia en neutralizacion OSM entre un
anticuerpo especlifico de OSM de sitio Il ("15E10 hum", 15E10
humanizado)} y un anticuerpo OSM especifico de sitio lll, (17H10)
como se mide en un ensayo de célula KB. La neutrallzacién OSM
por 17H10 solo (a) o 15E10 hum solo (b); circulos llenos,
neutralizacion de OSM por la combinacidn de anticuerpo; tridngulos
ablertos.

FIG. 29 llustra la eficacla de anticuerpo 15E10 humanizado
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para inhibir secrecién de IL-68 estimulada por OSM de fibroblastos
sinoviales RA. Cada simbalo se refiere a un fibroblasto obtenido de
pacientes diferentes.

FIG. 30 ilustra la inhlblclén de unién de OSM a gp130 por
anticuerpo anti-OSM OM4-5.3. OSM (25ng/ml) se pre-incuba con las
concentraciones de OM4-5.3 indicadas antes de la adicion a la placa
de ELISA. OSM solamente; circulos s6lidos, OSM+OM4-5.3; circulos
abiertos.

FIG. 31a llustra |la diferencia en potencia de OM4-41.5 para
inhibir la unién de OSM gllcosilado y no glicosilado a gp130. OSM;
no glicosilado; clrculos sélidos, OSM glicosilado; trlAngulos abiertos.

FIG. 31b ilustra la diferencla en potencia de OM4-5.3.1 para
inhibir la unién de OSM glicosilado y no glicosilado a gp130. OSM no
glicosllado; circulos s6lidos, OSM glicosilado; triangulos abiertos.

FIG. 32 muestra !a actividad de dos anticuerpos especificos de
OSM de sitio Il (a; 15E10, b; 5H2) contra glicosilado (circulos llenos)
y no glicosilado (triAngulos abiertos) en gp130-OSM ELISA.

FIG. 33 ilustra la correlacién entre suero y fluido sinovial [OSM]
en muestras de SF y suero en pares tomadas de pacientes RA .

FIG. 34a, 34b y 35 ilustran las concentraciones de OSM
medidas en fluido sinovial OA utilizando ELISA OSM de los ejemplos.
FIG. 34b ilustra esas que dos muestras tuvieron concentraciones de
fluldo sinovial de OST particularmente altas.

FIG. 38 ilustra la concentracion de OSM encontrada en suero

de paciente OA durante un pericdo de prueba clinica de 12 meses.

231
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#namero es el identificador de paciente.
FIG. 37 llustra una curva estandar de OSM tiplca en 25% suero

AB humano.

Descripclén Detallada de la Invencién
s Estructuras del Anticuerpo

1.1 __Antlcuerpos Intactos

Los anticuerpos intactos son usualmente glicoproteinas
heteromuitiméricas comprendiendo al menos dos cadenas pesadas y
dos ligeras. Ademas de IgM, los anticuerpos intactos son
glicoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150Kda,
compuestos de dos cadenas ligeras (L) idéntlcas y dos cadenas
pesadas (H) idénticas. TIplcamente, cada cadena ligera se enlaza a
una cadena pesada por un enlace de disulfuro covalente mientras
que el nimero de enlaces de disulfuros entre las cadenas pesadas
de diferentes isotipos de inmunoglobulina, varfa. Cada cadena
pesada y ligera también tieane puentes de disuifuro de intracadena.
Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio varlable (V)
seguido por un namero de regiones constantes. Cada cadena ligera
tiene un dominlo variable (V.) y una regién constante en su otro
extremo; la regiéon constante de la cadena ligera se allnea con la
primer reglién constante de la cadena pesada y el dominio variable de
cadena ligera se alinea con el dominlo variable de la cadena pesada.
Las cadenas ligeras de anticuerpos de la mayoria de las especies de

vertebrados pueden asignarse a uno de dos tipos llamados Kappa y
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Lambda en base a la secuencia de aminoécidos de la ragién
constante. Dependiendo de la secuencia de aminoécidos de la
region constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos humanos
pueden asignarse a cinco diferentes clases, IgA, I1gD, IgE, IgG e IgM.
IgG e IgA puede subdividirse ademés en subclases, 1gG1, 1gG2, 1I9gG3
e IgG4; y IgAl e IgA2. Variantes de especies existen con ratdn y rata
tenlendo al menos IgG2a, IgG2b. EIl dominlo de region varlable del
anticuerpo confiere especificidad de unién en el anticuerpo con
ciertas regiones desplagando variabilidad particular llamadas
regiones de determinacién complementarias (CDRs). Las porciones
méas conservadas de l|a regidon variable se llaman regiones de
estructura (FR). Los dominios variables de cadenas intactas
pesadas y ligeras cada una comprende cuatro FR conectadas por
tres CDRs. CDRs en cada cadena se mantienen juntos en
proximidad cercana por las regiones FR y con las CDRs de la otra
cadena contribuyen a la formacion del sitio de unidon de antigeno de
anticuerpos. Las raglones constantes no se incluyen directamente
en la unién del anticuerpo al antigeno pero muestran varias
funciones efectoras tales como participaciobn en citotoxicidad
mediada por célula dependiente de anticuerpo (ADCC), fagocitosis a
través de la unién al receptor Fcy, tasa de vida media/despeje a
través del receptor Fc neonatal (FcRn) y citotoxicidad dependiente
de complemento a través del componente C1q de la cascada
complemento.

En una modalidad por lo tanto se proporciona un anticuerpo

64
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terapéutico intacto que une especificamente hOSM, tal anticuerpo
modula la interaccion entre hOSM y gp130. EIl anticuerpo puede unir
especificamente Sitio Il de hOSM e Inhibir y bloquear la interaccién
entre hOSM y sus residuos correspondientes en gp130 Incluidos en
interaccion de OSM. EIl procedimiento ELISA de los ejemplos puede
utilizarse para determinar si cualquler anticuerpo particular o
fragmento de unién de antigeno del mismo modula la interaccion
entre hOSM y gp130. El anticuerpo terapéutico intacto puede
comprender una regidn constante (ya sea pesada o ligera) de
cualquier Isotipo o subclase de la misma descrita supra. En una
modalidad, el anticuerpo es de isotipo IgG, particularmente IgG1. EIl
anticuerpo puade ser rata, raton, conejo, primate o humano. En una
modalidad tipica, el anticuerpo es primate (tal como cinomolgo, mono
del Viejo Mundo o Chimpancé grande, ver por ejemplo. WO998/55369,
w093/02108) o humano.

En otra modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico
intacto comprendiendo un CDRH3 de SEQ.I.D.NO: 3 o
SEQ.I.D.NO:42. En otra modalidad se proporciona un anticuerpo
terapéutico intacto comprendiendo una regién variable teniendo
CDRs de SEQ.I.D.NO: 1, 2, 3, 4, 5 y 8 o una region variable de
SEQ.I.D.NO:40, 41,42, 43, 44 y 45.

En otra modalidad, se proporciona un anticuerpo terapéutico
intacto de murino o fragmento de uniéon de antigeno del mismo
comprendiendo un dominio Vy tenlendo la secuencia de SEQ.|.D.NO:

7 y un dominio V| de la secuencia de SEQ.I.D.NO: 8.
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En otra modalidad, se proporciona un anticuerpo terapéutico
intacto de murino o fragmento de union de antigeno del mismo
comprendiendo un dominio Vy teniendo la secuencia de SEQ.I.D.NO:

46 y un dominio V,_ de la secuencia de SEQ.1.D.NO: 47.

1.1.2 Anticuerpos Humanos

Los anticuerpos humanos pueden producirse por un nimero de
métodos conocidos por aquellos expertos en la materia. Los
anticuerpos humanos pueden hacerse por el método de hibridoma
utilizando estirpes de célula de heteromisloma de ratén-humano o
mieloma ver Kozbor J.Immunol 133, 3001, (1984) y Brodeur,
Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, pp51-
63 (Marcel Dekker Inc, 1987). Los métodos alternativos Inciuyen el
uso de bibliotecas de fago o ratones transgénicos ambos de los
cuales utilizan repertorios de region V de humano (ver Winter G,
(1994), Annu.Rev.Immunol 12,433-455, Green LL (1999), J. Immunoi.
methods 231, 11-23).

Varias cepas de ratones transgénicos estan ahora disponibles
en donde sus {ugares de Inmunoglobulina de ratéon se han
reemplazado con segmentos de gen de inmunoglobullna (ver
Tomizuka K, (2000) PNAS 97,722-727; Fishwild D. M (1896) Nature
Biotechnol. 14, 845-851, Mendez MJ, 1987, Nature Genetics, 15,146-
156). En el reto de antigeno tales como ratones son capaces de
producir un repertorio de anticuerpos humanos de los cuales los

anticuerpos de interés pueden seleccionarse.

2\
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De particular observacidn es el sistema Trimera™ (ver Eren R
ot al, (1998) Immunology 93:154-161) donde los linfocitos humanos
se transplanta en ratones irradiados, el Sistema de Anticuerpo de
Linfocito Seleccionado (SLAM, ver Babcook et al, PNAS (1996)
93:7843-7848) donde los linfocitos humanos (u otras especies) se
ponen efectivamente a través de un procedimiento de generacidn de
anticuerpo in vitro agrupado masivo seguido por procedimiento de
‘seleccibn y dilucién Ilimitante, deconvulada y Xenomousa |I™
(Abgenix In¢). Un planteamiento alternativo esta disponible de
Morphotek Inc utilizando la tecnologla Morphodoma™.

La tecnologia de despliegue de fago puede utllizarse para
producir anticuerpos humanos (fragmentos de los mismos), ver
McCafferty; Nature, 348, 552-553 (1990) y Griffiths AD et al (1994)
EMBO 13:3245-3260. De acuerdo a estos genes de dominlo V de
anticuerpo técnico se clonan en estructura en ya sea un
revestimiento mayor o menos de gen protelnico de un bacteriéfago
filamentoso tal como M13 o fd se despliega (usualmente con la
ayuda del fago ayudante) como fragmentos de anticuerpo funcionales
en la superficie de la particula de fago. Las selecciones en base a
las propledades funcionales del anticuerpo resultan en seleccion del
gen codificando el anticuerpo mostrando aquellas propiedades. La
técnica de despliegue de fago puede utllizarse para seleccionar
anticuerpos especificos de antigeno de bibliotecas hechas de células

B tomadas de individuos afligidos con una enfermedad o desorden

descrito arriba o alternativamente de donadores humanos no

AT
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inmunizados (ver Marks; J. Mol. Blo. 222,581-587, 1991). Donde un
anticuerpo humano intacto se desea comprendiendo un dominio Fc¢
es necesario volver a clonar el fragmento derivado desplegado de
fago en un vector de expresion mamifero comprendiendo las
regiones constantes deseadas y establecer estirpes de células de
expresion estable. La técnica de maduracién de afinidad (Marks;
Bio/technol 10,779-783 (1992)) puede utilizarse para mejorar la
afinidad de unién donde la afinidad del anticuerpo humano primario
88 mejora al reemplazar secuencialmente las regiones V de cadena
H y L con variantes que ocurren de manera natural y seleccionar en
la base de afinidades de unidn mejoradas. Las variantes de esta
técnica tales como “impresién de epitopo® también estan disponibles
ver WO 93/06213. Ver también Waterhouse; Nucl.Aclds Res 21,
2265-2266 (1993).

De esta manera en otra modalidad se proporciona un
anticuerpo terapéutico intacto humano o fragmento de uniéon de
antigeno del mismo que une especificamente hOSM y modula (es
decir, inhibe y bloquea) la interaccién entre hOSM y gp130. En otra
modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico intacto humano
o fragmento de unlén de antigeno del mismo que wune
especificamente Sitio Il de hOSM y modula (es decir, inhibe y
blogquea) la interaccidon entre hOSM y gp130.

En otro aspecto se proporciona un anticuerpo terapéutico
intacto humano o fragmento de union de antigeno del mismo

comprendiendo un CDRH3 de SEQ.I.D.NO: 3 o SEQ.1.D.NO:42 que

A>
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une especificamente hOSM y modula (es decir, inhibe y bloquea) la
interaccion entre hOSM y gp130. En otra modalidad se proparciona
un anticuerpo terapéutico intacto humano o fragmento de unién de
antigeno del mismo comprendiendo una regién variable teniendo
CDRs de SEQ.I.D.NO: 1, 2, 3, 4, 5 y 6 0 una regién variable tenlendo
SEQ.I.D.NO:40, 41,42, 43, 44 y 45.

1.2 _Anticuerpos Humanizados y Quiméricos

El uso de anticuerpos no humanos intactos en el tratamiantao de
enfermedades o desdrdenes humanos lleva con el los problamas
ahora bien establecidos de inmunogenicidad potencial especialmente
en administracion repetida del anticuerpo que es el sistema inmune
de los pacientes, puede reconocer el anticuerpo intacto no humano
como no auténomo y montar una respuesta neutralizante. Ademas
de desarrollar los anticuerpos completamente humanos (ver arriba)
varias técnicas se han desarrollado con los afios para superar estos
problemas y generalmente incluyean reducir la composicién de
secuencias de aminoacidos no humanos en el anticuerpo terapéutico
intacto mientras se mantiene la facilidad relativa para obtener
antlcuerpos no humanos de un animal inmunizado, por ejemplo,
ratéon, rata o conejo. Ampliamente dos planteamientos se han
utilizado para lograr esto. Los primeros son anticuerpos quimeéricos,
que generalmente comprenden un dominio variable no humano (por
eJemplo, roedor tal como ratén) a una regién constante humana.

Debido a gque el sitio de unién de antigeno de un anticuerpo se
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localiza dentro de las ragiones variables, el anticuerpo quimérico
retiene su afinldad de unién para el antigeno pero adquiere las
funciones efectoras de la reglién con-stante humana y por lo tanto son
capaces de realizar funciones efectoras tal como se describe arriba.
Los anticuerpos quimeéricos se producen tlpicamente utilizando
métodos de ADN recombinante. ADN codificando los anticuerpos
(por ejemplo, cADN) se aisla y se secuencia utilizando
procedimientos convencionales (por ejemplo, al utilizar sondas de
oligonucledétido que son capaces de unirse especificamente a genes
codificando las cadenas H y L del anticuerpo de la Invencién, por
ejemplo, ADN codificando SEQ.I.D.NO 1, 2, 3,4, 5§ y 6 descritas
supra). Las células de hibridoma sirven como una fuente tipica de
tal ADN. Una vez aisladas, el ADN se coloca en vectores de
expresion que se transfectan entonces en células de huésped tales
como E.Coli, células COS, células CHO o células de mieloma que no
producen de otra manera proteina de Inmunoglobulina para obtener
sintesis del anticuerpo. E| ADN puede modificarse al sustituir la
secuencia de codificacién para cadenas L y H de humano por las
regiones constantes H y L no humanas (por ejempio, murino)
correspondientes ver por ejemplo. Morrison; PNAS 81, 6851 (1984).
El segundo planteamiento incluye la generacién de anticuerpos
humanizados en donde el contenido no humano del anticuerpo se
reduce al humanizar las regiones variables. Dos técnicas para
humanizacién han obtenido popularidad. El primero es humanizacion

por injerto CDR. CDR forma ciclos proximos al término N del
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anticuerpo donde forman una superficie montada en un
microandamio proporcionado por las regiones de estructura. La
especificildad de union de antigeno del anticuerpo se define
principalmente por la topografia y por las caracteristicas quimicas de
su superficie CDR. Estas caracteristicas se determina, a su vez, por
la conformacién de las CDRs individuales, por la disposicion relativa
de las CDRs, y por la naturaleza y disposicion de las cadenas
laterales de los residuos comprendiendo las CDRs. Una gran
disminucién en inmunogenicidad puede lograrse al injartar solamente
las CDRs de un anticuerpo no humano (por ejemplo, muring)
(anticuerpos “donadores®) sobre una estructura humana adecuada
("estructura aceptadora®) y regiones constantas (ver Jones et al.
(1986) Nature 321, 522-525 and Verhoeyen M et al/ (1988) Sclence
239, 1534-15368). Sin embargo, el injerto de CDR per se puede no
resultar en la retenciéon completa de propledades de uniéon de
antigeno y se encuentra frecuentemente que algunos residuos de
estructura del anticuerpo donador necesitan conservarse (algunas
vecoes referirse como “"mutaciones posteriores®) en l|la molécula
humanizada si afinidad de unidn de antigeno significativa esta por
recuperarse (ver Queen C ot a/ (1989) PNAS 86, 10,029-10,033, Co,
M et al (1991) Nature 351, 501-502). En este caso, las regiones V
de humano mostrando la mayor homologia de secuencia (tipicamente
60% o mas) al anticuerpo donador no humano pueden elegirse de
una base de datos para proporcionar la estructura de humano (FR).

La selecclén de FRs de humano puede hacerse ya sea de consenso
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humano o anticuerpos humanos individuales. Donde sea necesario
los residuos clave del anticuerpo donador son substituidos en la
estructura aceptadora de humano para conservar conformaciones
CDR. E! modelado por computadora del anticuerpo puede utilizarse
para ayudar a identificar tales residuos estructurailmente importantes,
ver W0O99/48523.

Alternativamente, humanizacién puede lograrse por un proceso
de “revestimiento®. Un analisis estadistico de regiones variables de
cadena pesada y ligera de Inmunaglobulina de murino y humano
Gnicas reveld que los patrones precisos de residuos expuestos son
diferentes en anticuerpos de murino y humano, y posiciones de
superficie méas Individuales tienen una fuerte preferencia para un
niumero pequefio de diferentes residuos (ver Padlan E.A. ef al; (1991)
Mol. Immunol.28, 489-498 and Pedersen JT. et a/ (1994) J.Mol.Biol.
235; 959-973). Por lo tanto es posible reducir la inmunogenicidad de
un Fv no humano al reemplazar residuos expuestos en sus regiones
de estructura que difiaren de aquellos usualmente encontrados en
anticuerpos humanos. Debido a que |la antigenicidad de protelna
puede correlacionarse con accesibilldad de superficie, reemplazo de
los residuos de superficle puede ser suficiente para volver la regidn
variable de raton “invisible” al sistema inmune humano {(ver también
Mark G. E. et al (1994) in Handbook de Experimental Pharmacology
vol.113: The pharmacology of monoclonal Antibodies, Springer-
Verlag, pp105-134). Este procedimiento de humanizacion se refiere

como “revestimiento” debido a que solamente la superficie del
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anticuerpo se altera, los residuos de soporte permanecen sin
perturbar. Un planteamiento alternativo adicional se establace en
wWO004/008955.

De esta manera otra modalidad de la invencidn proporciona un
anticuerpo terapéutico qui_mérico comprendiendo un dominio variable
no humano (por ejemplo, roedor) fusionado a una region constante
humana (que puede ser un isotipo IgG por ejemplo,. IgG1) que une
especificamente hOSM y modula la interaccién entre Sitio |l de
hOSM y gp130.

En otra modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico
quimérico comprendiendo una reglén variable no humana (por
ejemplo, roedor) y una region constante humana (que puede ser un
isotipo IgG por ejemplo, IgG1) que une especlficamente hOSM, tal
antlcuerpo comprende ademas un CDRH3 de SEQ.I.D.NO:33 o
SEQ.1.D.NO:42. Tales anticuerpos pueden comprender ademas una
regién constante humana del isotipo IgG, por ejemplo, IgG1.

En otra modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico
quimérico comprendiendo una regldon variable no humana (por
ejemplo, roedor) y una regién constante humana (que puede ser de
un Isotipo IgG por ejemplo, IgG1) que une especificamente hOSM
tenieando las CDRs de SEQ.I.D.NO: 1, 2, 3, 4,5y 6 0 SEQ.I.D.NO:40,
41, 42, 43, 44 y 45,

En otra modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico
humanizado o fragmento de unién de antigeno del mismo que une

especificamente hOSM y modula (es decir, inhibe y bloquea) la
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interaccion entre Sitio 1 de hOSM y gp130.

En otra modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico
humanizado o fragmento de unlén de antigeno del mismo que une
especificamente hOSM y comprende un CDRH3 de SEQ.I.D.NO: 3 o
SEQ.I.D.NO:42. Tales anticuerpos pueden comprender una regioén
constante humana del Isotipo 1gG, por ejemplo, 1gG1.

En otra modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico
humanizado o fragmento de unién de antigeno del mismo que une
especificamente hOSM y comprende CDRs de SEQ.I.D.NO: 1, 2, 3,
4, 5 y 6 o SEQ.I.D.NO:40, 41, 42, 43, 44 y 45. Tales anticuerpos
pueden comprender una regiéon constante humana del isotipo IgG,
por ejemplo, 1gG1.

En otra modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico
humanizado o fragmento de unién de antigeno del mismo que une
especificamente hOSM y modula la interaccién entre hOSM y gp130
y comprende (o consiste esencialmente de) la cadena pesada de
SEQ.I.D.NO: 11 y una cadena ligera de SEQ.I.D.NO: 12.

En otra modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico
humanizado o fragmento de unién de antigeno del mismo que une
aespecificamente hOSM y modula la Interaccion entre hOSM y gp130
tal anticuerpo comprende (o0 consiste esencialmente de) una cadena
pesada de SEQ.I.D.NO:50 y una cadena ligera de SEQ.1.D.NO:51.

En otra modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico
humanizado o fragmento de unién de antigeno del mismo que une

especificamente hOSM y modula la interacciéon entre hOSM y gp130
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en donde dicho anticuerpo o fragmento del mismo comprende CDRH3
de SEQ.I.D.NO: 3 ademas comprendiendo opcionalmente CDRs de
SEQ.I.D.NO: 1, 2, 4, 5 y 6 en donde |os residuos en posiciones 28,
29, 30, 71 y 94 de la region de estructura de cadena pesada
aceptadora de humano y posiciones 49 y 71 de la estructura de
cadena ligera aceptadora de humano se substituyen por los residuos
correspondientes encontrados en la estructura de anticuerpo donador
de la cual se derlva CDRH3.

En otra modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico
humanizado o fragmento de unién de antigeno del mismo que une
especificamente hOSM y modula la interaccién entre hOSM y gp130
en donde dicho anticuerpo o fragmento del mismo comprende CDRHj
de SEQ.I.D.NO: 42 opcionalmente comprendiendo ademéas CDRs de
SEQ.I.D.NO: 40, 41, 43, 44, 45 en donde los residuos en posiciones
28, 44, 48, 67, 69, 71, 73 de la region de estructura de cadena
pesada aceptadora de humano y posiciones 36, 38, 46, 47, 71 de la
estructura de cadena ligera aceptadora de humano se substituyen
por los residuos correspondientes encontrados en la estructura de
anticuerpo donador del cual se deriva CDRH3.

Sera aparente para aquellos expertos en la materia que el
término "derivado” intenta definir no solamente la fuente en el
sentido de ser el origen fisico para el materlal sino que también
definir material que es estructuralmente idéntico al material que no
se origina de la fuente de referencia. De esta manera “residuos

encontrados en el anticuerpo donador de! cual CORH3 se deriva® no

@O
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necesarlamente se ha purificado del anticuerpo donador.

En otra modalldad se proporciona un anticuerpo terapéutico
humanizado o fragmento de unién de antigeno del mismo que une
especificamente hOSM en donde dicho anticuerpo o fragmento del
mismo comprende CDRH3 de SEQ.I.D.NO: 3 opcionalmente
comprendiendo ademéas CDRe de SEQ.I.D.NO: 1, 2, 4, 5 y 6 en
donde la estructura de cadena pesada de humano comprende uno
mas (por ejemplo, todos) los siguientes residuos (o un substituto

conservador de los mismos):

Posicién Resliduo
28 S
29 L
30 T
71 K
94 K

y la cadena ligera de humano comprende cualquiera o ambos de los

siguientes residuos (o substituto conservador de los mismos);

Poslclén Reslduo
49 E
71 Y

En otra modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico
humanizado o fragmento de unién de antigeno del mismo que une
especificamente hOSM en donde dicho anticuerpo o fragmento del
mismo comprende CDRs de SEQ.I.D.NO: 1, 2, 3, 4, 5 y 6 en donde la

estructura de cadena pesada de humano comprende uno o mas (por

B\
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ejemplo, todos) los siguientes residuos (0 un substituto consarvador

de los mismos):

Poslclén Residuo
28 S
29 L
30 T
71 K
94 K

y la cadena ligera de humano comprende cualquiera o0 ambos de los

siguientes residuos (o substituto conservador de los mismos);

Poslclén Resliduo
49 E
71 Y

En otra modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico
humanizado o fragmento de unién de antigeno del mismo que se une
especificamente a hOSM en donde dicho anticuerpo o fragmento del
mismo comprende CDRH3 de SEQ.I.D.NO:42 opcionaimente
comprendiendo ademas CDRs de SEQ.I.D.NO: 40, 41, 43, 44, 45 en
donde la estructura de cadena pesada de humano comprenda uno o
mas (por ejemplo, todos) los siguientes residuos (0 un substituto

conservador de {os mismos):

Poslclén Reslduo
28 I
48 |
44 K
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67 A
69 L
71 \'
73 K

y la cadena ligera de humano comprende uno o mas {por ejemplo,
todos) los slguientes residuos (o substituto conservador de los
mismos);

Posiclén Residuo

36
38
46

S 4 X M

47
71 Y

En otra modalidad se proporciona un anticuerpo terapéutico
humanizado o fragmento de unién de antigeno del mismo que se une
especlificamente a hOSM en donde dicho anticuerpo o fragmento del
mismo comprende CDRs de SEQ.I.D.NO: 40, 41, 42, 43, 44, 45 en
donde la estructura de cadena pesada de humano comprende uno o
méas (por ejemplo, todos) los siguientes residuos (o0 un substituto

conservador de los mismos):

Posicién Residuo
28 I
48 |
44 K

67 A
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69
71 \'/

73

y la cadena ligera de humano comprende uno o méas (por ejemplo,
todos) los sigulentes residuos (o substituto conservador de los
mismos);

Posiclén Residuo

36
38
46

S 3 X 7

47
71 Y

También se reconoce en la materia que clertas substituciones
de aminoécido son consideradas como siendo “conservadoras®. Los
aminoacidos se dividen en grupos en base a propiedades de cadena
lateral comunes y substituciones dentro los grupos que mantienen
toda o substancialmente toda la afinidad de unién de! anticuerpo de
la invencion o fragmento de uniéon de antigeno de! mismo se

consideran como substituciones conservadoras, ver la sigulente

tabla:
[Cadena Inforal Migmbros’
Hidrofdblca met, ala,val leu,lle
Hidrofllica neutral cys, aar, thr
Acida asp, glu
Bpasica _ asn, gin, his, lys, arg
Reslduos que Influsnclan la orlantacién de cadena 1 ro
Aromatica trp, tyr, phe

1.3 Anticuerpos Blespecificos

3
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Un anticuerpo biespecifico es un anticuerpo teniendo
especificaciones para al menos dos epltopos diferentes. Los
métodos para hacer tales anticuerpos se conocen en la materla.
Tradiclonalmente, la produccidn recombinante de anticuerpos
blespecificos se basa en la coexpresiéon de dos pares de cadena L-
cadena H de Inmunoglobulina, donde dos cadenas H tlenen
diferentes especificidades de unién ver Millstein et a/, Nature 305
537-539 (1983), WO093/08829 y Traunecker et &/ EMBO, 10, 18901,
3655-3659. Debido a {a clasificacién aleatoria de las cadenas H y L,
una mezcla potenclal de diez estructuras de anticuerpo diferentes se
producen de las cuales solamente una tiene 1a especificidad de unidn
deseada. Un planteamiento alternativo incluye fusionar los dominios
variables con las especificildades de unién deseadas a region
constante de cadena pesada comprendiendo al menos parte de la
regldn de articulacion, regiones CH2 y CH3. Se prefiere tener la
region CH1 conteniendo e! sitio necesario para unién de cadena
ligera presente en al menos una de las fusiones. ADN codificando
estas fusiones, y si se desea la cadena L se insertan en vectores de
expresion separados y se contransfectan entonces en un organismo
huésped adecuado. Por lo tanto es posible insertar las secuencias
de codificacion para dos o las tres cadenas en un vector de
expresion. En un planteamiento preferido, el anticuerpo blespecifico
se compone de una cadena H con una primer espeacificidad de unién
en el otro brazo, ver W0O94/04680. Ver también Suresh et a/

Methods in Enzymology 121, 210, 1 986.
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En una modalidad de la invencién se proporciona un anticuerpo
terapéutico biespecifico en donde al menos una especificidad de
unién de dicho anticuerpo es para hOSM, en donde dicho anticuerpo
modula (es decir inhibe o bloquea) la interaccién entre Sitio II.de
hOSM y gp130. Tales anticuerpos pueden comprender ademas una
regién constante de humano del Isotipo IgG, por ejemplo, IgG1.

En una modalidad de la invencién se proporciona un anticuerpo
terapéutico biespecifico en donde al menos una especificidad de
unlén de dicho anticuerpo es para hOSM, en donde dicho anticuerpo
comprende al menos uno de CDRH3 de SEQ.I.D.NO: 3 o
SEQ.I.D.NO:42. Tales anticuerpos pueden comprender ademas una
regién constante de humano del [sotipo IgG, por ejemplo, 1gG1.

En una modalidad de la invencién se proporciona un anticuerpo
terapéutico biespecifico en donde al menos una especificidad de
unién de dicho anticuerpo es para hOSM, en donde dicho anticuerpo
comprende al menos CDRs de SEQ.I.LD.NO: 1, 2, 3, 4, 5y 6 o
SEQ.I.D.NO: 40,41, 42, 43, 44 y 45. Tales anticuerpos pueden
comprender ademéas una regién constante de humano del isotipo 1gG,

por eJemplo, 1gG1.

1.4 Fragmentos de Anticuerpo

En ciertas .modalldades de la invenciéon se proporcionan
fragmentos de anticuerpo terapéutico que modulan la interaccién
entre OSM (particularmente hOSM) y gp130. Tales fragmentos

pueden ser fragmentos de unidon de antigeno funcional de
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anticuerpos Intactos y/o humanizados y/o quiméricos tales como
fragmentos Fab, Fd, Fab‘, F(ab');, Fv, ScFv de los anticuerpos
descritos supra. Tradicionalmente, tales fragmentos se producen por
la digestion proteolltica de anticuerpos intactos, por sejemplo, por
digestion de papain (ver por sjemplo, WO 94/29348) pero pueden
producirse directamente de células huésped recombinantemente
transformadas. Para la produccién de ScFv, ver Bird et al/; (1988)
Science, 242, 423-426. Ademas, los fragmentos de anticuerpo
pueden producirse utilizando una varledad de técr;icaa de formaclién
como se describe abajo. Fragmentos Fv parecen tener enargia de
interaccion Inferior de sus dos cadenas que los fragmentos Fab.
Para establecer |a asociacion de los dominios V4, y V|, se han
enlazado con péptidos (Bird et al, (1988) Science 242, 423-426,
Huston et al,- PNAS, 85, 5879-5883), puentes de disulfuro
(Glockshuber et al, (1990) Biochemistry, 28, 1362-1367) vy
mutaciones "botén en agujero" (Zhu et a/ (1997), Protein ScL, 6, 781-
788). Fragmentos ScFv pueden producirse por métodos bien
conocidos por aquellos expertos en la materla ver Whitlow et al/
(1991) Methods companion Methods Enzymol, 2, 97-105 y Huston et
al (1993) Int.Rev.immunol 10, 195-217. ScFv puede producirse en
células bacterianas tal como E.Coli pero se producen mas
tipicamente en células eucariéticas. Una desventaja de ScFv es la
monovalencia del prc;ducto. que produce una avidez Incrementada
debido a unién polivalente, y sus vida media corta. Intentos por

superar estos problemas incluyen (ScFv'); bivalente producido de
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ScFv conteniendo una cistelna de terminal C adicional por
acoplamiento quimico (Adams et al (1993) Can. Res 53, 4026-4034 y
McCartney et al (1995) Protein Eng. 8, 301-314) o por dimerizacion
especifica de sitio espontanea de ScFv conteniendo un residuo de
cisteina de terminal C no en par (ver Kipriyanov et al (1985) Cell.
Blophys 26, 187-204). Alternativamente, ScFv puede forzarse para
formar multimeros al acortar el enlazador de péptido a entre 3 a 12
residuos para formar “diacuerpos”, ver Holliger et a/ PNAS (1993),
90, 6444-6448. La reduccion del enlazador aun ademéas puede
resultar en trimeros ScFv ("trlacuerpos®, ver Kortt et &/ (1997)
Protein Eng, 10, 423-433) y tetrameros ("tetracuerpos®, ver Le Gall et
al (1999) FEBS Lett, 453, 164-168). Construccion de moléculas
ScFV bivalentes también puede lograrse por fusiéon genética con
motivos de dimerizacién de proteina para formar “minlanticuerpos”
(ver Pack et al (1992) Biochemistry 31, 1579-1584) y "minicuerpos”
(ver Hu et al (1996), Cancer Res. 56, 3055-3061 ). Aleatorlos ScFv-
Sc-Fv ((ScFV);) también puede producirse al enlazar dos unidades
ScFv por un tercer enlazador de péptido, ver Kurucz et al (1995)
J.Immol.154, 4576-4582. Los diacuerpos biespecificos pueden
producirse a través de ia asociacion no covalente de dos productos
de fusion de cadena Unica consistiendo de dominio V4 de un
anticuerpo conectado por un enlazador corto al dominio V_ de otro
anticuerpo, ver Kipriyanov et al/ (1998), Int.J.Can 77,763- 772. La
estabilidad de tales diacuerpos biespecificos puede mejorarse por la

introduccién de puentes de disulfuro o mutaciones "boton en agujero”
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como se describe supra o por la formacion de diacuerpos de cadena
tnica (ScDb) en donde dos fragmentos ScFv hibridos se conectan a
través de un enlazador de péptido ver Kontermann et a/ (1999) J.
Immunol. Methods 226 179-188. Moléculas blespecificas
tetravalentes estan disponibles al, por ejemplo, fusionar un
fragmento ScFv al dominio CH3 de una molécula IgG o a un
fragmento Fab a través de la reglon de articulacion ver Coloma et a/.,
(1997) Nature Biotechnol. 15, 159-163. Alternativamente, las
moléculas blespecificas tetravalentes se han creado por la fusién de
diacuerpos de cadena Gnica biespecifica (ver Alt et al, (1999) FEBS
Lett 454, 90-94. Moléculas biespecificas tetravalentes mas
pequefias también pueden formarse por la dimerizacion de cualquier
aleatorlo ScFv-ScFv con un enlazador conteniendo un motivo de
hélice-ciclo-hélice (minlanticuerpos DiBi, ver Muller et al (1998)
FEBS Lett 432, 45-49) o una molécula de cadena unica
comprendiendo cuatro dominios variables de anticuerpo (V4 y VL) en
orientacién previniendo el par intramolecular (diacuerpo aleatorio,
ver Kipriyanov et al, (1999) J. Mol. Biol. 283, 41-56). Fragmentos
F(ab')2 biespecificos pueden crearse por acoplamiento quimico de
fragmentos Fab' o por heterodimerizacion a través de cierres de
leucina (ver Shalaby et al, (1992) J.Exp.Med. 175, 217-225 y
Kostelny et a/ (1992), J.Immunol. 148, 1547-1553). También estan
disponibles los dominios Vy y V. (Domantis pic), ver US 6,248,516;
US 6,291,158; US 6,172,197.

En una modalidad se proporciona un fragmento de anticuerpo

34
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terapéutico (ver por ejemplo, ScFv, Fab, Fd, Fab', F(ab');) o un
fragmento de anticuerpo formado como se describe arriba) que se
une especificamente a hOSM y modula (es decir, inhibe o bloquea) la
Interaccion entre Sitio || de hOSM y gp130. El fragmento de
anticuerpo terapéutico puede comprender un CDRH3 teniendo la
secuencia de SEQ.I.D.NO: 3 opcionalmente junto con CDRs teniendo
la secuencia establecida en SEQ.I.D.NO: 1, 2, 4, 5§ y 6 o un
fragmento de anticuerpo terapéutico comprendiendo un CDRH3 of
SEQ.I.D.NO:42 opclonalmente junto con CDRs tenlendo |la secuencia

establecida en SEQ.I.D.NO: 40, 41, 43, 44 y 45.

1.5 Anticuerpos Hete ados

Los anticuerpos heteroconjugados también forman una
modalidad de Ila presente invencion. Los anticuerpos
heteroconjugados se componen de dos anticuerpos covalentemente
unidos formados utllizando cualquier método de degradacion

conveniente. Ver US 4,678,980.

1.6 Otras Modlificaclonesg

La interacciéon entre la regiobn F¢ de un antlcuerpo y varios
receptores Fc (FcyR) se cree que medla las funciones efectoras del
anticuerpo que Incluyen citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo (ADCC), fijacién de complemento, fagocitis y vida
media/despeje del anticuerpo. Varias modificaciones a la region Fc

de anticuerpos de la invencién pueden llevarse a cabo dependiendo
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de la propledad efectora deseada. Por ejemplo, las mutaciones
ospecificas en la reglon Fc para volver un anticuerpo de otra manera
litico, no litico se detalla en EP 0629 240B1 y EP 0307434B2 o uno
puede incorporar un epltopo de unioﬁ de receptor salvaje en el
anticuerpo para incrementar la vida media de suero ver US
5,739,277. Existen cinco receptores Fcy de humano actualmente
reconocidos, FeyR (1), FeyRlla, FcyRIlb, FeyRIlla y FcRn neonatal.
Shields et al, (2001) J.Biol.Chem 276, 6591-6604 demostré que un
conjunto comun de residuos 1gG1 se Incluye en la unién de todos los
FcyRs, mientras FcyRIl y FeyRIll utilizan sitios distintos fuera de aeste
conjunto comin. Un grupo de residuos IgG1 reduce la unién de
todos los FcyRs cuando se altera a alanina: Pro-238, Asp-265, Asp-
270, Asn-297 y Pro-239. Todos estan en el dominio IgG y se
agrupan cerca de la union de articulacion CH1 y CH2. Aunque FcyRI
utlliza solamente el conjunto comin de residuos IgG1 para unirse,
FcyRIl y FcyRIll interactian con residuos distintos ademas del
conjunto comin. La alteracidon de algunos residuos redujo la uniodn
solamente a FcyRIl (por ejamplo, Arg-292) o FcyRIll (por ejemplo,
Glu-293). Algunas varilantes mostraron unlén mejorada a FcyRIl o
FcyRlll pero no afectaron la union a otro receptor (por ejempio, Ser-
267Ala mejord la union a FcyRIl pero unién a FcyRII no se afecto).
Otras variantes mostraron unién mejorada a FcyRIl o FcyRIll con
reduccién en unidén al otro receptor (por ejemplo, Ser-298Ala mejord
la unién a FeyRIll y redujo la unién a FcyRIl). Para FcyRllla, las

mejores variantes IgG1 de unién tuvieron substituclones de alanina

4\
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combinadas en Ser-298, Giu-333 y Lys-334. El| receptor FcRn
nenonatal se cree que se incluye tanto en-despeje del cuerpo como
la transcitosis a través de los tejidos (ver Junghans RP (1997)
Immunol. Res 16. 29-57 y Ghetie et a/ (2000) Annu.Rev.Immunol. 18,
739-766). Residuos IgGt de humano se determinan para interactuar
directamente con FcRn de humano incluye 116253, Ser254, Lys288,
Thr307, GIn311, Asn434 y His435, La presente Invenclén por lo
tanto se refiere a anticuerpos de la invencién teniendo cualquiera (o
méas) de los cambios de residuo detallados arriba para modificar vida
media/despeje y/o funcliones efectoras tales como ADCC y/o lisis
complemento. En un aspecto adicional de la presente invencién se
proporclona un antlcuerpo terapéutico humanizado que une
especificamente hOSM y modula la interaccion entre hOSM y gp130
tenlendo substituciones de alanina (u otra Iinterrupciébn) en
posiciones 235 (por ejemplo, L235A) y 237 (por ejemplo, G237A). En
una modalidad adicional de Ila Iinvencion se proporciona un
anticuerpo terapéutico humanizado que une especificamente hOSM y
comprende una cadena pesada de SEQ.|.D.NO:61 y una cadena
ligera de SEQ.I.D.NO:12.

Otras modificaciones incluyen variantes de glicosilacién de los
anticuerpos de Ila Invencion. Glicosllacion de anticuerpos en
posicionas conservadas en sus reglones constantes se conoce por
tener un efecto profundo en funcion de anticuerpo, particularmente
funcionamiento efectuador tal como aquellos descritos arriba, ver por

ejemplo, Boyd et a/ (1996), Mol. Immunol. 32, 1311-1318. Variantes

al
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de glicosllaclon de los anticuerpos terapéuticos o fragmentos de
union a antigeno de los mismos de la presente Invencién en donde
una o mas porciéon de carbohidrato se agrega, substituye, elimina o
modifica, se contemplan. La introduccién de un motivo de
asparagina-X-serina o asparagina-X-treonina crea un sitio potencial
para una unién enzimatica de porciones de carbohidrato y puede
utilizarse por lo tanto para manipular la glicosllacién de un
anticuerpo. En Raju et a/ (2001) Biochemistry 40, 8868-8878 la
sialiacion terminal de una inmunoadhesina TNFR-IgG se incrementa
a través de un proceso. de regalactosilacién y/o resialilacidon
utilizando beta-1, 4-galactosiltransferasa y/o alfa, 23
siallltransferasa. Incrementando la sialllaclén terminal se cree que
incrementa la vida media de la inmunoglobulina. Los anticuerpos, en
coman con la mayorla de las glicoproteinas, se producen tipicamente
en naturaleza como una mezcla de glicoformas. Esta mezcla es
particularmente aparente cuando los anticuerpos se producen en
céluias eucari6ticas, particularmente mamliferas. Una variedad de
métodos se han desarrollado para fabricar glicoformas definidas, ver
Zhang et al Science (2004), 303, 371, Sears et al, Science, (2001)
291, 2344, Wacker ef al (2002) Science, 298 1780, Davis et a/ (2002)
Chem.Rev. 102, 579, Hang et al (2001) Acc.Chem.Res 34, 727. De
esta manera, la Invenclén se refiere a una pluralldad de anticuerpos
terapauticos (tipicamente monocionales) (que puede ser el isotipo
1gG, por ejemplo, 1gG1) como se describe en la presente

comprendiendo un nimero definido (por ejemplo, 7 o menos, por

A%
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ejemplo 5 0 menos tales como dos o una glicoforma(s) anica(s) de
dichos anticuerpos o fragmentos de union de antigeno de los
mismos.
Las modalldades adicionales de la invencién Incluyen anticuerpos
terapéuticos de la invencién o fragmentos de uniéon de antigeno de
los mismos acoplados a un polimero no protelnico tal como glicol de
polletileno (PEG), glicol de polipropllenc o polioxialquileno. La
conjugacion de proteinas a PEG es una técnica establecida para
incrementar la vida madia de protelnas, asl como también reducir la
antigenicidad e inmunogenicidad de proteinas. El uso de PEGilacidn
con diferentes pesos moleculares y estilos (lineal o ramificado) se ha
investigado con anticuerpos intactos asl como también fragmentos
Fab', ver Koumenls I.L. et a/ (2000) Int.J.Pharmaceut. 198:83-85.
Suministro de protelnas terapéuticas al cerebro se ha
dificultado por la presencia de la barrera cerebral sanguinea (BBB).
Donde se desea suministrar un anticuerpo de la invencién o
fragmento de anticuerpo de ia invencion a través de ia BBB, se han
propuesto para mejorar tal suministro donde se necesite.

Para obtener nutrientes requeridos y factores de la sangre, la

BBB posee algunos receptores especificos, que transportan
compuestos de la sangre circulante al cerebro. Los estudios han
indicado que algunos compuestos como insulina (ver Duffy KR et al.
(1989) Brain Res. 420:32-38), transferin (ver Fishman JB et al/ (1987)
» J.Neurosci 18:299-304) y los factores 1 y 2 de crecimiento similares

a insulina (ver Pardridge WM (1986) Endocrine Rev.7:314-330 y
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Duffy KR et al (1986) Metabolism 37:136-140) atraviesan la BBB a
través de la transcitosls mediada por receptor. Los receptores para
estas moléculas de esta molécula proporcionan un medio potencial
para anticuerpos de la invencidon y/o fragmentos de anticuerpo de la
invenclén para acceder al cerebro utillzando ios anticuerpos asl
llamados “vectorlzados® (ver Pardridge WM (1999) Advanced Drug
Delivery Review 36:299-321). Por ejemplo, un anticuerpo a receptor
de transferrin se ha mostrado por transportarse dinamicamente en la
parenquimia de cerebra (ver Friden PM et a/ (1991) PNAS 88:4771-
4775 y Friden PM et al (1983) Science 259:373-377). De esta
manera, un planteamiento potencial es producir un anticuerpo
biespecifico o fragmento biespecifico tal como se describe supra en
donde una primer especificidad es hacia Sitio I de hOSM (por
ejemplo, la primer especificidad comprende CDRH3 de SEQ.I.D.NO:
3 opcionalmente junto con CDRs of SEQ.IL.D.NO: 1, 2, 4, 5 y 8 o
comprende un CDRH3 de SEQ.|.D.NO:42 opclonalmente junto con
CDRs de SEQ.I.D.NO: 40, 41, 43, 44, 45) y una segunda
especificidad hacia un receptor de transporte ubicado en la BBB, por
ejemplo, una segunda especificidad hacla el receptor de transporte
de transferrin.
2. Inmunoglobulinas de Competencia

La presente Iinvencion también proporciona inmunoglobulinas,
anticuerpos y fragmentos de unién de antigeno de anticuerpos y
otras entidades de protelna tales como inmunoadhesinas que unen

especificamente hOSM e inhiben competitivamente, la unlén entre




10

15

25

hOSM y e! anticuerpo terapéutico de la invencidn fragmento de unidn
de antigeno del mismo comprendiendo una cadena pesada de
SEQ.I.D.NO:11 y una cadena ligera de SEQ.|.D.NO:12. La
inmunoglobulina competente, anticuerpo y fragmentos de union de
antigeno de anticuerpos y oira entidad de protelna tal como
despliegues de inmunoadhesin, a concentraciones equimolares, al
menos 25% inhibiciéon, tipicamente 35% o mayor, mas tipicamente al
menos 50% inhibicién.

De esta manera en una modalldad de la invencién se
proporciona un método para seleccionar un anticuerpo candidato o
fragmento de anticuerpo para determinar si el anticuerpo candidato o
fragmento de anticuerpo es8 un anticuerpo competente como se
describe en la presente tal método comprende las etapas de:'

(a) incubar el anticuerpo candidato o fragmento de anticuerpo con un
anticuerpo terapéutico comprendiendo una cadena pesada de
SEQ.I.D.NO:11 y una cadena ligera de SEQ.I.D.NO:12 o fragmento
de unidn de antigeno del mismo;

(b) determinar si el anticuerpo candidato o fragmento de anticuerpo
del mismo de la etapa (a) inhibe competitivamente la uniéon entre el
anticuerpo terapéutico o fragmento de unién de antigeno del misma y
OSM y en particular hOSM. TIpicaments un ensayo a base de ELISA
se emplea tal como ELISA establecida en los ejemplos.
TIpicamente, OSM y/o hOSM se glicosilan. Tipicamente, OSM y
hOSM se han glicosilado por una célula mamifera tal como una

célula CHO transformada, céiula NSO o humana. En otras
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modalidades, OSM y hOSM se han glicosilado por una célula nativa
de la cual se deriva, as decir, hOSM se ha glicosilado por una célula
de humano (por ejemplo hOSM puede aislarse del cuerpo humano).

De esta manera tamblén se proporciona un anticuerpo
terapéutico competente o fragmento de unién de antigeno del mismo
que inhibe competitivamente la unién de un anticuerpo terapéutico o
fragmento de unidén de antigeno del mismo tal anticuerpo terapéutico
o fragmento de unién de antigeno del mismo comprende CDR
teniendo las secuencias establaecidas en SEQ.I.D.NO: 1, 2, 3, 4,58y
6.

Tamblién se proporciona un anticuerpo terapéutico competente
o fragmento de uniébn de antigeno del mismo que Iinhibe
competitivamente la unién de un anticuerpo terapéutico o fragmento
de uniéon de antigeno del mismo tal anticuerpo terapéutico o
fragmento de unién de antigeno del mismo comprende una cadena
pesada de SEQ.I.D.NO:11 y una cadena ligera de SEQ.I.D.NO:12.

Un anticuerpo terapéutico competente o fragmento de unién de
antigeno del mismo puede ser de cualquiera de las estructuras de
anticuerpo anteriores. Por ejemplo, el anticuerpo terapéutico
competente puede ser un anticuerpo intacto humano o primate o un
anticuerpo humanizado tipicamente de un Iisotipo IgG por ejemplo,
IgG1 o IgG4. Fragmentos de anticuerpo terapéuticos competentes
pueden ser Fab, Fab', Fd, F(ab')a, ScFv y lo similar. Un anticuerpo
terapéutico competente puede producirse de acuerdo a los métodos

descritos dentro de esta presente especificacion.
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Un procedimiento tipico para e! método de seleccién descrito
supra, se establece en |os ejemplos abajo.
10D3 es un ejemplo de un anticuerpo competenie de Ila

invencion. Ver Tabla A abajo.

2.1 rogs Métodos de Selecclén

Un aspecto adicional de la presente invencién se basa en parte
en un descubrimiento de que la glicosilacléon de hOSM juega un
papel inesperado en el evento de unidén entre un anticuerpo anti-
hOSM y hOSM. La presente invenclién por lo tanto se extiende a un
método para seleccionar un anticuerpo que une especificamente
hOSM tal método comprende incubar dicho anticuerpo con OSM
glicosilado, particularmente hOSM, bajo condiciones permisivas para
union y medir la afinidad de unién del anticuerpo. procedimiento
ELISA detallado abajo permite tal método. Los anticusrpos (que
pueden ser de cualquiera de las estructuras detalladas arriba)
pueden seleccionarse an la base de tener una afinidad de unidon (Kd)
mayor a 1 uM, tipicamente mayor a 100nM, mas tipicamente mayor a
1 nM por ejemplo, 100pM o mayor. Los anticuerpos pueden
seleccionarse ademas en la base de su habilidad para unir OSM no
glicosilado, por ejemplo, hOSM. De esta manera, los anticuerpos se
seleccionan tipicamente en la base que son capaces de unir OSM
glicosilado por ejemplo, hOSM y también ademas capaces de unir
OSM no glicosilado, por ejemplo, hOSM, al mismo o grado similar

(por ejemplo, tienen la misma o similar afinidad de unién como se
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mide en un ensayo Blacore™).

Los anticuerpos seleccionados de acuerdo al presente método
pueden formarse ademas (por ejempio, humanizarse si es necesario
mediante, por ejemplo, manipulacién de polinucleodtidos codificando
el anticuerpo) e incorporan en una composlcién farmacéutica. Los
anticuerpos seleccionados por el presente método y polinucledtidos
codificando tales anticuerpos forman una modalidad de la presente
invencion. De esta manera |la presente Invencidn proporciona un
método para seleccionar un anticuerpo que une putativamente OSM,
particularmente hOSM (por ejemplo, un anticuerpo que se ha
originado contra OSM/hOSM), tal método comprende;

(a) incubar dicho anticuerpo con OSM glicosilado, particularmente
hOSM glicosilado bajo condiciones permisivas para unién,;

(b) medir la afinidad de unién de dicho anticuerpo;

(c) seleccionar dicho anticuerpo si dicho anticuerpo tiene una
afinidad de unién mayor a 1uM, tipicamente mayor a 100nM;

(d) proporcionar un polinucledtido codificando dicho anticuerpo de la
etapa (c¢) y transformar o transfectar una célula huésped mamifera
con un vector comprendiendo dicho polinucleétido;

{e) cultivar dicha célula huésped de la etapa (d) bajo condiciones
permisivas para secrecion de dicho anticuerpo en el medio de
cultivo;

(f) purificar opcionalmente el medio de cuitivo de la etapa (e);

(g) incorporar el anticuerpo de la etapa (e) o (f) en una composiclén

farmacéutica.

R
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Uso de un anticuerpo Identificado por este método en la
fabricacléon de un medicamento para el tratamiento de enfermedades
o desdrdenes detallados abajo también se proporciona.

Uso de un anticuerpo (por ejemplo, Intacto, humano,
humanizado, quimérico) que une especlificamente hOSM glicosilado
nativo (particularmente une un epltopo de Sitio Il de hOSM
glicosilade) y modula la Interaccion entre dicho hOSM glicosilado y
gp130 en |la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad o desorden detallado abajo también se proporciona.
Se proporcionan ademaéas los anticuerpos que unen especificamente
hOSM glicosilado natlvo con |la misma o similar afinidad de unién
como hOSM no glicosilado bajo 1las mismas condiciones
experimentales. Una modalidad de la Invenciéon es anticuerpos que
unen especificamente OSM glicosllado, particularmente aqueilos que
unen hOSM glicosilado. Anticuerpo 15E10 es un ejempio de un
anticuerpo que une especificamente hOSM glicosilado.

En algunas modalidades, el método utiliza hOSM glicosliado
por una céluia huésped mamifera tal como CHO o NSO. En otras
modalidades, el método utiliza hOSM que se ha glicosilado por una
célula humana por ejemplo, una célula huésped humana transfectada
o transformada recombinantemente o hOSM nativo que se ha aislado
del cuerpo humano (por eJemplo hOSM hecho por células
encontradas en el fluido sinovial de un paciente humano artritico (por

ejemplo, RA)).
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Métod e Produccién

Los anticuerpos de la Invencién pueden producirse como una
poblaciéon policlonal pero se producen méas tlpicamente como una
poblacion monoclonal (es decir, como una poblacién
substancialmente homogénea de anticuerpos idénticos dirigidos
contra un sitio de uniéon antigénico especlifico). Los anticuerpos de
la presente Invenclén pusden producirse en organismos tran-sgénicos
tales como cabras (ver Pollock et a/ (1999), J. Immunol. Methods
231:147-157), pollos (var Morrow KJJ (2000) Genet.Eng.News 20:1 -
55), ratones (ver Pollock et a/ Ibld) o plantas (ver Doran PM, (2000)
Curr.Opinion Blotechnol. 11, 199-204, Ma JK-C (1998), Nat.Med. 4;
601-606, Baez J et al/, BioPharm (2000) 13: 50-54, Stoger E et al;
(2000) Plant Mol. Biol. 42:583-580). Los. anticuerpos también
pueden producirse por sintesis quimica. Sin embargo, los
anticuerpos de la Invencién se producen tipicamente utilizando
tecnologia de cultivo de célula recombinante bien conocida por
aquellos expertos en la materia. Un polinucleétido codificando el
anticuerpo se alsla e Insarta en un vector replicable tal como un
plasmido para clonacién adicional (amplificacién) o expresién. Tal
sistema expresién (til es un sistema de sintetasa de glutamato (tal
como se vende por Lonza Biologies), particularmente donde la célula
huésped es CHO o NSO (ver abajo). Polinucleétido codificando el
anticuerpo es facllmente aislado y secuenciado utlllzando
procedimientos convencionales (por ejemplo, sondas de

oligonucle6tido). Los vectores que pueden utilizarse incluyen
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plasmido, virus, fago, transposones, minocromosomas de los cuales
los plasmidos son una modalidad tipica. Generalmente, tales
vectores incluyen ademas una secuencia de sefial, origen de réplica,
uno o mas genes marcadores, un elemento aumentador, un promotor
y secuencias de terminacién de transcripcidon operativamente
eniazadas al polinucleétido de cadena pesada y/o ligera para facilitar
la expresién. El pollnucleédtido codificando las cadenas ligera y
pesada pueden insertarse en vectores separados y se introducen
(por ejemplo, por electroporaciéon) en la misma célula huésped o, si
se desea tanto la cadena pesada como la cadena ligera pueden
insertarse en el mismo vector para transfecciéon en la célula huésped.
De esta manera, de acuerdo a una modalidad de l|a presente
invencién se proporciona un proceso para construir un vector
codificando las cadenas ligeras y/o pesadas de un anticuerpo
terapéutico o fragmento de unién de antigeno del mismo de la
invencién, tal método comprende insertar en un vector, un
polinucleétido codificando ya sea de una cadena ligera y/o cadena
pesada de un anticuerpo terapéutico de la invencién. Ver Tabla A
abajo.

En otra modalidad de la Invencidon se proporciona un
polinucleétido codificando un dominio V4 de murino teniendo la
secuencia establecida como SEQ.I.D.NO:15 o SEQ.|.D.NO:52.

En otra modalidad de l|a invencibn se proporciona un
polinucieétido codificando un dominio V, de murino teniendo la

socuencia establecida como SEQ.I.D.NO: 16 o SEQ.I.D.NO:53.
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En otra modalidad se proporciona un polinucleétido codificando
un dominio V4 humanizado teniendo la secuencia establecida como
SEQ.I.D.NO: 17 0 SEQ.I.D.NO:54.

En otra modalidad se proporciona un polinucleétido codificando
una cadena V. humanizada teniendo la sacuencia establecida como
SEQ.I.D.NO: 18 0 SEQ.I.D.NO:55.

En otra modalidad se proporciona un polinucleétido codificando
una cadena pesada humanizada teniendo la secuencia establecida
como SEQ.I.D.NO: 19 0 SEQ.|.D.NO:56.

En otra modalidad se proporciona un polinucleétido codificando
una cadena ligera humanizada teniendo la secuencia establecida
como SEQ.I.D.NO:20 o SEQ.I1.D.NO:57.

Sera inmediatamente aparente para aquellos expertos en la
materia que debido a la redundancia del cb6digo genético,
polinucledétidos alternativos a aquellos descritos en |a presente
también estan disponibles, que codificaran los polipéptidos de la

invencion,

3.1 Secuenclas de Seflal

Los anticuerpos de la presente Invencién pueden producirse
como una protelna de fusion con una secuencia de sefial heterdloga
teniendo un sitio de separacién especifico en el termino N de Ia
protelna madura. La secuencia de sefial debe reconocerse y
procesarse por la célula huésped. Para células huésped

procarioticas, la secuencia de seflal puede ser una fosfatasa

&
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alcalina, penicilinasa, o gulas de enterotoxin |l estables por calor,
Para secrecion de levadura, las secuencias de seflal puede ser una
gula de invertasa de levadura, gula de factor a o gulas de fosfatasa
de sefial ver por ejemplo, WO980/13646. En sistemas de célula
mamifera, gulas secretor;s virales tal como seflal gD simple de
herpes y una secuencia de seflal de inmunogiobullna nativa (tal como
cadena pesada Ig) estan disponibles. TIpicamente, la secuencia de
sefial se liga en estructura de lectura a ADN codificando el

antlcuerpo de la invencion.

3.2 Origen de réplica

Origen de réplicas se conocen bien en la materia con pBR322
adecuado para la mayoria de las bacterias de gramnegativo, 2y
plasmido para la mayoria de la levadura y varios origenes virales
tales como SV40, polioma, adenovirus, VSV o BPV para la mayoria
de las células de mamlifero. Generalmente, el origen de componente
de réplica no se necesita para vectores de expresion de mamifero

pero el SV40 puede utilizarse ya que contiene el promotor anterior.

3.3 Marcador de Seleccién

Los genes de seleccion tipicos codifican proteinas que (a)
confieren resistencia a antibidticos u otras toxinas, por ejemplo,
ampicilina, neomicin, metotrexato o tetraciclina o (b) complementar
deficiencias auxiotréfica o suministrar nutrientes no disponibles en el

medio de complejo. El esquema de seleccidon puede incluir detener

1o}
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el crecimiento de la célula huésped. Las células, que se han
transformado exitosamente con los genes codificando el antlcuerpo
terapéutico de la presente invencion, sobreviven debido a por
eJemplo, resistencia de farmaco conferida por el marcador de
seleccion. Otro ejemplo es el asl llamado marcador de seleccidon
DHFR en donde los transformadores se cultivan en la presencia de
metotrexato. Las células CHO son una estirpe de célula
particularmente Gtll para la selecciobn de DHFR. Los métodos para
amplificar y seleccionar las células huésped utilizando el sistema
DHFR también se establecen bien en la materia ver Kaufman R.J. et
al J. Mol. Blol. (1882) 159, 601-621, para revislén, ver Werner RG,
Noe W, Kopp K, Schiuter M," Appropriate mammalian expression
systems for biopharmaceuticals®, Arzneimittel-Forschung. 48(8):870-
80, 1998 Aug. Un ejemplo adicional es el sistema de expresion de
sintetasa de glutamato (Lonza Biologies). Un gen de seleccién
adecuado para usarse en levadura es el gen trp1; ver Stinchcomb et

al Nature 282, 38, 1979.

3.4 Promotores

Promotores adecuados para expresar anticuerpos de la
invencidén se enlazan operativamente ADN/polinucleétido codificando
el anticuerpo. Los promotores para huéspedes procariéticos incluyen
promotor phoA, Beta-lactamasa y sistemas promotores de lactosa,
fosfatasa alcalina, triptofan y promotors hibridos tal como Tac. Los

promotores adecuados para expresion en células de Ilevadura

oS
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incluyen quinasa 3-fosfoglicerato u otras enzimas glicollticas, por
ejemplo, enolasa, gliceralderhido 3 fosfato dehidrogenasa,
hexoquinasa, decarboxilasa de piruvato, fosfofructoquinasa, glucosa
6 fosfata isomerasa, 3-fosfoglicerato mutasa y glucoquinasa. Los
promotores de l|evadura Inducibles incluyen dehidrogenasa de
alcohol 2, isocitocromo C, fosfatasa de acido, metalotioneina y
enzimas responsables de metabolismo de hidrégeno o utilizacién de
maltosa/galactosa.

Los promotores para expresién en sistemas celulares de
mamifero Incluyen promotores virales tales como polioma, erupcion
en aves, y adenovirus (por ejemplo, adenovirus 2), virus de papiloma
de bovino, virus de sarcoma aviar, citomegalovirus (en particular el
promotor genético temprano inmediato), retrovirus, virus de hepatitis
B, actin, virus de sarcoma rous (RSV) y el virus 40 de Simio
temprano o posterior. Por supuesto, la eleccion del promotor se
basa en compatibllidad adecuada con la célula huésped utilizada

para expreslon.

3.5 Elemento Aumentador

Donde sea apropiado, por ejemplo, para expresidon en
eucaritéticas grandes, un elemento aumentador operativamente
enlazado al elemento promotor en un vector puede utilizarse. Las
secuencias aumentadoras de mamifero adecuadas Incluyen
elementos aumentadores de globin, elastasa, albimina, fetoproteina

e Insulina. Alternativamente, uno puede utilizar un elemento




10

15

20

25

aumentador de un virus de célula eucaridtica, aumentadar de polima,
aumentador baculoviral o lugar IgG2 de murino (ver WO04/008823).
El aumentador es tipicamente ubicado en el vector en un sitio aguas

arriba al promotor.

3.6 Células Huésped

Las células huésped adecuadas para clonar o expresar
vectores codificando anticuerpos de la invencién son células
procaridticas, levadura o eucaridticas mas grandes. Las células
procaridéticas adecuadas Incluyen eubacteria, por ejemplo,
enterobacteriaceas tales como E.Coli (por ejemplo ATCC 31,446;
31,637; 27,325), Enterobacter, Erwinia, Kilebslella Proteus,
Salmonella por ejemplo, Salmonella typhimurium, Serratia por
ejemplo, Serratia marcescans y Shigeila asl como también Bacilll tal
como B.subtllis y B.licheniformis (ver DD 266 710), Pseudomonas tal
como P.aseruginosa y Streptomyces. De las células huésped de
levadura, Saccharomyces ceravisiae, schizosaccharomyces pombe,
Kluyveromyces (por ejamplo, ATCC 16,045; 12,424; 24178; 56,500),
milhojas (EP402, 226), Pichia Pastoris (EP183, 070, ver también
Peng et al J.Biotechnol. 108 (2004) 185-192), Candida, Trichodaerma
reesia (EP244, 234J, Peniclliin, Tolypocladium y huéspedes
Aspergillus tales como A.nidulans y A.niger también se contemplan.

Aunque las células huésped de levadura y procaritéticas se
contemplan especlificamente por Ila Iinvencién, tipicamente sin

embargo, las células huésped de la presente invencién son células
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vertebradas. Las ceélulas huésped vertebradas adecuadas incluyen
células de mamlifero tales como COS-1 (ATCC No.CRL 1650) COS-7
(ATCC CRL 16851), linea de rifibn embridénica de humano 293, células
de rifdn hamster de bebe (BHK) (ATCC CRL.1632), BHKS570 (ATCC
NO: CRL 10314), 283 (ATCC NO.CRL 1573), células de ovario de
hamster chino CHO (por ejemplo, CHO-K1, ATCC NO: CCL 81,
estirpe de célula DHFR-CHO tal como DG44 (ver Urlaub et al, (1988)
Somatic Cell Mol. Genet.12, 555-5568)), particularmente aquellas
ostirpes de célula CHO adaptadas para cultivo de suspensidn,
células sertoli de raton, células de rindn de mono, células de rifidn
de mono verde (ATCC CRL-1587), células HELA, células de rifidn
caninas (ATCC CCL 34), células de pulmén de humano (ATCC CCL
75), Hep G2 y células de linfoma o mieloma por ejemplo, NSO (ver
US 5,807,715), Sp2/0, YO.

De esta manera en una modalidad de la invencién se
proporciona una célula huésped transformada comprendiendo un
vector que codifica una cadena pesada y/o cadena ligera dael
anticuerpo terapéutico o fragmento de union de antigeno del mismo
como se describe en |a presente. Tipicamente, tales células
huésped comprenden un primer vector codificando |la cadena ligera y

un segundo vector codificando dicha cadena pesada.

Fermentaclén Bacterlana

Los sistemas bacterianos son particularmente adecuados para

la expresion de fragmentos de anticuerpo. Tales fragmentos se
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ubican intracelularmente o dentro del periplasma. Las proteinas
periplasmicas insolubles pueden extraerse y redoblarse para formar
proteinas activas de acuerdo a los métodos conocidos por aquellos
expertos en la materia, ver Sanchez et a/ (1999) J.Biotechnol. 72,

13-20 and Cupit PM et at (1999) Lett Appl Microbiol, 29, 273-277.

3.7 Métodos de Cultivo Celular

Las células huésped transformadas con vectores codificando
los anticuerpos terapéuticos de la Invenclén o fragmentos de unidn
de antigeno de los mismos pueden cultivarse por cualquier método
conocido por aquellos expertos en la materia. Las células huésped
pueden cultivarse en matraces giratorios, botellas giratorias o
sistemas de fibra hueca pero se prefiere para produccion a gran
escala que reactores de tanque agltados se utilizan particularmente
para cultivos de suspension. Tipicamente, los tanques agitados se
adaptan para aeracién utilizando, por ejemplo, rociadores,
reguladores o impulsores bajo cortantes. Para columnas de burbuja
y reactores de aire dirigen aeracion con burbujas de oxigeno o aire
pueden utilizarse. Donde las células huésped se cultivan en un
medio de cultivo libre de suero se prefierea que el medio se
complemente con un agente protector de célula tal como F-68
plurénico para ayudar a prevenir el dafio celular como un resultado
del proceso de aeraclén. Dependiendo de las caracteristicas de
célula huésped, cualquier microvehiculo puede ser utilizado como

substratos de crecimiento por estirpes de célula dependientes de

\Oq
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sujecion o las células pueden adaptarse al cultivo de suspensién
{(que es tipico). EI cultivo de las células huésped, particularmente
células huésped vertebradas pueden utilizar una variedad de modos
operacionales tales como grupo de alimentacién, procesamiento de
grupo repetido (ver Dra.pau et al., (1994 cytotechnology 15: 103-108),
proceso de grupo extendido o cultive de perfusién. Aunque las
células huésped mamiferas transformadas pueden cultivarse en
medio conteniendo suero tal medio comprendiendo suero de bovino
fetal (FCS), se prefiere que tales células huésped se cultiven en
medio libre de suero sintético tal como se describe en Keen e! al
(1995) Cytotechnology 17:153-163, o medios comercialmente
disponibles tales como ProCHO-CDM o UltraCHO™ (Cambrex NJ,
USA), complementado donde sea necesario con una fuente de
energla tal como glucosa y factores de crecimiento sintético tal como
insulin recombinante. EIl cultivo libre de suero de células huésped
puede requerir que aquellas células se adapten para desarrollarse en
condiclones libre de suero. Un planteamiento de adaptacion es
cultivar tales células huésped en suero conteniendo medio e
intercambiar repetidamente 80% del medio de cultivo para el meadio
libre de suero de manera que las células huésped aprenden a
adaptarse en condiciones libre de suero (ver por ejemplo,
Scharfenberg K ef a/ (1995) in Animal Cell technology: Developments
towards the 21st century (Beuvery E. C. et al eds), pp619-623,
Kluwer Academ ic publishers).

Los anticuerpos de la invencién secretados en los medios
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pueden recuperarse y purificarse de los medios utllizando una
variedad de técnicas para proporcionar un grado de purificacion
adecuado para el uso propuesto. Por ejemplo, el uso de anticuerpos
terapéuticos de la Invenclon para el tratamiento de pacientes
humanos tipicamente manda al menos 85% pureza, mas tipicamente
98% o 99% pureza en comparacién con el medio de cultivo
comprendiendo los anticuerpos terapéuticos. En el primer caso, los
reslduos celulares del medio de cultivo se remueven tipicamente
utilizando centrifugacién seguido por una etapa de clarificaciéon del
sobrenadante, utllizando, por ejemplo, microfiltracion, ultrafiltraclon
ylo filtracion profunda. Una variedad de otras técnicas tales como
didlisis y electroforesis de gel y técnicas cromatogréaficas tal como
hidroxiapatita (HA), cromatografia de afinidad (opcionaimente
Incluyendo un sistema de marcado de afinidad tal como polihistidina)
y/o cromatografia de Interaccién hidrofébica (HIC, ver US 5,429,7486)
estan disponibles. En una modalidad, los antlcuerpos de la
invencidén, siguiendo varias etapas de clarificacion, se capturan
utilizando cromatografia de afinidad de Proteina A o G seguida por
etapas de cromatografia adicionales tal como intercambio de i6n y/o
cromatografla HA, intercambio de anién o catiéon, cromatografia de
exclusion de tamafio y precipitacién de sulfato de amonio.
Tipicamente, varias etapas de retiro de virus también se emplean
(por ejemplo, nanofiltracién utilizando, por ejemplo, filtro DV-20).
Sigulendo estas diversas etapas, una preparacidon purificada

(tipicamente monoclonal) comprendiendo al menos 75mg/ml o mas
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por ejemplo, 100mg/ml o mayor del anticuerpo de la invenciétn o
fragmento de unién de antigeno del mismo se proporciona y por lo
tanto forma una modalidad de la Invencién. De manera adecuada
tales preparaciones estan substancialmente Ilibres de formas

agregadas de anticuerpos de la invencién.

4. Composliciones Farmacéuticas

Las preparaciones purificadas de anticuerpos de la invencidn
(particularmente preparaciones monocionales) como se describe
supra, pueden Iincorporarse en composiciéon farmacéuticas para
utilizarse en el tratamiento de enfermedades humanas y desordenes
tales como aquellos subrayados arriba. Tipicamente, tales
composiciones comprenden ademas un vehiculo farmacéuticamente
aceptable (es declr, inerte) como se conocen y llaman por practica
farmacéutica aceptable, ver por ejemplo, Remingtons Pharmaceutical
Sclences, 16th ed, (1980), Mack Publishing Co. Ejemplos de tales
vehlculos incluyen vehlculo esterilizado tal como sallna, solucién de
Ringer o solucion de dextrosa, regulada con reguladores adecuados
a un pH dentro de un rango de 5 a 8. Las composiciones
farmacéuticas para inyeccion (por ejemplo, intravenosa,
intraperitoneal, intradérmica, subcutanea, intramuscular o intraportal)
o infusién continua estidn substancialmente libres de materia
particulada visible y pueden comprender entre 0.ing a 100mg de
anticuerpo, tipicamente entre 5mg y 25mg de anticuerpo. Métodos

para la preparacion de tales composiciones farmaceéuticas se

(v
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conocen bien por aquelilos experios en la materia. En una
modalidad, composiciones farmacéuticas comprende entre 0.1ng a
100mg de anticuerpos terapéuticos de la invenciéon en forma de
dosificacién unitaria, opcionalmente junto con Iinstrucclones para
usarse. Las composiciones farmacéuticas de la invenclén pueden
liofilizarse para reconstitucion antes de administracién de acuerdo a
métodos blen conocidos o aparentes para aquellos expertos en la
materia. Donde las modalidades de !a invencidn comprenden
anticuerpos de la invenciébn con un isotipo 1gG1, un quelador de
cobre tal como citrato (por ejemplo, citrato de sodio} o EDTA o
histidina puede agregarse a la composiclén farmacéutica para reducir
el grado de degradacién mediada por cobre de anticuerpos de este
isotipo, ver EP0612251.

Las dosis efectivas y regimenes de tratamiento para
administrar el anticuerpo de Ila invenciébn generalmente se
determinan empliricamente y son dependientes de factores tales
como la edad, peso y estado de salud del paciente y enfermedad o
desorden a tratarse. Tales factores estan dentro del campo del
médico. Gula para seleccionar dosis apropiadas puede encontrarse
en, por ejemplo, Smith ef a/ (1977) Antibodies in human diagnosis
and therapy, Raven Press, New York, pero en general sera entre 1mg
y 1000mg. En una modalidad, el régimen de dosificaclén para tratar
un paciente humano afligido con RA es 100mg o aproximadamente
{(es decir, entre 50mg a 200mg) de anticuerpo de Ia Invencién (o

fragmento de uniébn de antigeno del mismo) administrado

WD
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subcutaneamente por semana o cada dos semanas. Composiciones
de la presente invencién también pueden utilizarse de manera
profilactica.

Dependiendo de la enfermedad o desorden a tratarse, las
composiciones farmacéuticas comprendlendo una cantidad
terapauticamente efectiva del anticuerpo de la invencidén puede
utilizarse de manera simultanea, separada o secuencial con una
cantidad efectiva de otro medicamento tal como un agente anti-
inflamatorio por ejemplo NSAID, metotrexato, bucilamine, tiomilato
de sodlo o uno o mas de un tratamiento alfa anti-TNF tal como
Enbrel™ (etanercept), Remicade™ {infliximab), Humira™
(adalimumab) y/o CDP870. Los anticuerpos de la invanclén pueden
utilizarse en combinacién con una cantidad efectiva de un anticuerpo
receptor alfa anti-TNF, ver Davis MW et al. (2000) Ann Rheum Dis
59(Suppl 1): 41-43. En otras modalidades, anticuerpos de la
invencion pueden utilizarse en combinacién con una cantidad
efectiva de un agente dirigido contra; IL-1/IL-1R (por ejemplo,
Kineret™), CTLA4-Ig, IL-6 (ver Choy et a/, (2002) Ann.Rheum.Dis 61
(suppl 1): 54), IL-8, IL-15, VEGF, IL-17, IL-18 {ver Taylor et a/ (2001)
Curr.Opin.Immunol.13:611-618), anti-ICAM y/o anticuerpos anti-CD4,
agentes dirigidos contra un miembro de la familia MMP, por ejemplo,
MMP-1, 2, 3 y/o 13. Anticuerpos de la invencién también pueden
utillzarse en combinacién con un agente que extirpa las células
conocidas por incluirse en el proceso inflamatorio, por ejemplo,

células B positivas CD20 utilizando por ejemplo Mabthera™. Otras

WY
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terapias en combinacién con anticuerpos de la invencién inciuyen
terapias anti-anglogénicas tales como antagonistas de la integrin
avf3, Kringles "1-5 (ver Sumariwalla P et al/ (2003), Arthritls Res
Ther 5:R32-R39.), Fit-1 soluble (ver Miotla et a/, (2000) Lab. Invest.
80:1195-1205) o un agente anti-COX-2. Convencionaimente, una
composicion farmacéutica comprendiendo un kit de partes del
anticuerpo de la invencién o fragmento de unién de antigeno del
mismo junto con tal otro medicamento opcionaimente junto con
instrucciones para usarse también se contempla por la presente
invencién. La Iinvencién proporciona ademas una composiciéon
farmacéutica comprendiendo una cantidad terapéuticamente efactiva
de anticuerpo terapéutico monoclional o fragmento de unién de
antigeno del mismo como se describe en la presente para usarse en
el tratamiento de enfermedades en respuesta a modulacién de la
interaccion entre OSM Sitio Il y gp130. También se proporciona una
composicion farmacéutica comprendiendo una cantidad
terapéuticamente efectiva de un anticuerpo terapéutico monoclonal
tal anticuerpo comprende una cadena pesada tenlendo la secuencia
establecida en SEQ.I.D.NO: 11 y una cadena ligera teniendo la
secuencia establecida en SEQ.1.D.NO: 12.

Tamblién se proporciona una composicion farmacéutica
comprendiendo una cantidad terapéuticamente efectiva de un
anticuerpo terapéutico monoclonal tal anticuerpo comprende una
cadena pesada teniendo |a secuencia establecida en SEQ.I.D.NO: 50

y una cadena ligera teniendo la secuencia establecida en
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SEQ.I.D.NO: 51.
m lon Farmacéuticas ara laclén
Iintera itio 1l como Sitlo ill

Un aspecto de |a presente Invencién se basa, al menos en
parte, en el descubrimiento inesperado de que la moduiacién de la
interaccion de tanto el Sitio Il como Sitio Il de hOSM con sus
patrt.mes de interacclén respectivos (es decir, Sitio Il, gp130, para
Sitio 1ll OSMRg y/o LIFR, y/o gp130 para unién de una segunda
molécula OSM) despliega sinergia en comparacién con la modulacién
de la interaccion de cualquiera de estos dos sitios solos.

La presente invencién por lo tanto proporciona un método para
modular la Interaccién entre hOSM y gp130 y LIFR y/o OSMRZ tal
método comprende proporcionar un antagonista de Sitio || capaz de
modular (es decir, inhibir o bloquear) la interaccién entre Sitio )l de
hOSM con gp130 y proporcionar un antagonista de Sitio 11l capaz de
modular (es decir, inhibir o bloquear) la interaccion entre Sitio Ill de
hOSM y OSMR y/o LIFR, y gp130 (para unién de una segunda
molécula OSM) despliega sinergia en comparacién con la modulacidn
de la interaccidén de cualquiera de estos dos sitios solos.

La presente Invencion por lo tanto proporciona un método para
modular la Interacciéon entre hOSM y gp130 y LIFR y/o OSMRZ tal
método comprende proporcionar un antagonista de Sitio Il capaz de
modular {(es decir, inhibir o bloquear) la interaccién entre Sitio 1l de

hOSM con gp130 y proporcionar un antagonista de Sitio 11l capaz de

o
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modular (es decir, inhibir o bloquear) la interaccién entra Sitio Ill de
hOSM y OSMR y/o LIFR.

En una modalidad se proporciona una composiclén
farmacéutica comprendiendo un primer agente terapéutico que une
especificamente hOSM y modula |la interaccién entre hOSM y gp130
(un anticuerpo de Sitlo I, eJemplos de los cuales se proporcionan por
esta aespecificacién) y un segundo anticuerpo terapéutico que une
especificamente hOSM y modula la interaccién entre hOSM y OSMR
y/o LIFR (un anticuerpo de Sitio lll, un ejemplo del cual esta
comercialmente disponible como MAB2985, R&D systems). El
saegundo anticuerpo terapéutico puede reconocerse por su habilidad

para modular (es decir, inhibir o bloquear) la interacciéon entre hOSM

y OSMRZ y/o LIFR en un ensayo a base de ELISA o como se

establece en los ejemplos, es decir, por su habilidad para neutralizar
OSM an el ensayo KB de los eJemplos y no inhibir ta unién de OSM y
gp130 en el ensayo ELISA de los ejemplos. Un anticuerpo de Sitio Il
puede reconocerse por su habilidad para inhibir unién de OSM ean el
ensayo ELISA de los ejemplos. Tipicamente, ambos, el primero y
segundo, anticuerpos terapéuticos son monocionales. Por supuesto

serd aparente para aquellos expertos en la materia que no es

Inecesarlo que la composicién farmacéutica comprenda dos entidades

antagonistas (por ejemplo, dos entidades de anticuerpo terapéutico)
ya que es posible proporcionar, por ejemplo, anticuerpo biespecifico
que une especificamente hOSM y modula tanto la Interaccién de Sitio

Il como Sitio |Il con sus patrones de interaccidon respectivos.

WA
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En otra modalidad se proporciona un kit de partes
comprendlendo una primer composicion farmacéutica comprendiendo
un anticuerpo terapéutico que une especificamente hOSM y modula
la interaccion entre Sitio ||l de hOSM y gp130 y una segunda
composicion farmacéutica comprendiendo un anticuerpo terapéutico
que une especificamente hOSM y modula ia Interaccidon entre Sitio I
de hOSM y OSMR§# y/o LIFR opcionalmente junto con instrucciones
para usarse.

En otra modalidad también se proporciona un método para
tratar un paciente humano afligido con una enfermedad o desorden
en respuesta a la interaccién entre hOSM y sus patrones de
interaccion (por eJjemplo,. gp130 y OSMRS y/o LIFR) tal como un
desorden o enfermedad inflamatoria (por ejemplo, enfermedades
artriticas tal como artritis reumatoide u osteoartritis) tal método
comprende administrar simultAnea, secuencial o por separado una
cantidad terapéuticamente efectiva de un primer antagonista
terapéutico (por ejemplo, anticuerpo) que une especificamente hOSM
y modula la interaccion entre Sitio || de hOSM y gp130 y una
cantidad terapéuticamente efectiva de un segundo antagonista (por
ejemplo, anticuerpo) que une especificamente hOSM y modula ia
interacciéon entre Sitio Il de hOSM y OSMRZ# y/o LIFR.

Por supuesto serad aparente para aquellos expertos en la
materia al menos un primer antagonista (tal como un anticuerpo) que
une gp130 y modula (por ejemplo, bloquea) la interaccion entre (a)

gp130 y hOSM y tamblén (b) OSMRZ y/o LIFR y hOSM puedea lograr

\[®
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el mismo objetivo como se establece arriba.

5. Usos Clinicos

Antlcuerpos de la invencién pueden utilizarse para tratar una
variedad de enfermedades o desérdenes en respuesta al tratamiento
que modula la interaccidon entre Sitio 1| de hOSM y gp130. Se hace
mencién particular de enfermedades o desérdenes incluyendo la
produccion de niveles patolégicos de TNF alfa (es dacir, un desorden
o enfermedad mediada por TNF alfa) y aquellas enfermedades o
desordenes caracterizados por la interrupciéon o destruccién de
cartilago, cartilago articular particular. Como se describe an detalle
supra, anticuerpos de la Invenciéon pueden utilizarse en el
tratamiento de atropatias inflamatorias tal como RA ya sea como una
monoterapia o en combinacion con otro tratamiento para tal
artropatia. Los anticuerpos de la invencién pueden utilizarse para
tratar una forma clinicamente estable de la enfermedad en cuestién o
para prevenir el Inicio en pacientes susceptibles o disminuir o
detener el progreso de la enférmedad hacia significado clinico. Para
el tratamiento de RA, los anticuerpos de la invencidbn pueden
utilizarse para prevenir el relapso una vez que la remisién de la
enfermedad ha ocurrido. Donde el paciente se aflige con una forma
intermitente de la enfermedad, los anticuerpos de la invencién
pueden utilizarse para prolongar el Intervalo de tiempo entre fases
agudas de la enfermedad. Anticuerpos de la Invenciéon también

pueden utilizarse para tratar las manifestaciones extra-articulares de

U9
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RA, por ejemplo, sindrome Feltys y/o tratar la formacién de placas
ateroescleréticas. Para el tratamiento de RA, combinaciones de
anticuerpos de la invencién junto con medicamentos descritos supra
pueden utilizarse. Otras enfermedades artriticas que pueden
beneficiarse de la administracion -de un anticuerpo de la Invenclén
incluye artritis de Inicio Juvenil, artritis psoriadtica y espondilitis de
anquilosis.

Osteoartritis (OA) es una enfermedad degenerativa, crénica de
origen desconocido caracterizada por la pérdida gradual de cartilago
articular y funcién de unién. Se clasifica actualmente en dos grupos.
OA primaria puede localizarse o generalizarse, la Gltima encontrada
mas cominmente en mujeres post-mencopausicas, con el desarrolio
de nodos de Heberdens. OA secundaria tiene una causa subyacente
tai como trauma, obesidad, enfermedad de Paget o artritis
inflamatoria. La pérdida de cartllago articular con frecuencia se
acompafia por cambios ©6seos hipertréficos con formacion de
osteofito, espesamiento d&seo subcrondral e Inflamacion de le
membrana sinovial. De particular interés es la incapacidad afligida a
articulaciones que lievan peso tales como la rodilla, manos y cadera.
OA es una enfermedad extremadamente debilitante que en lo mas
severo requiere el reemplazo de la articulacién para restaurar la
movilidad y detener el dolor de la articulacion. Osteoartritis de la
cadera se ha dividido en formas hiertréficas y atréficas (ver Solomon
L (1976) J Bone Joint Surg 58, 176) en la base de una tendencia del

paciente para desarrollar osteofitos grandes: otras articulaciones
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pueden responder de manera similar a la presencia de la
enfermedad. OA hipertréfica puede asoclarse con deposicién de
cristal de pirofosfato y difundir la hiperostosis esquelética idiopatica.
Los tratamientos actuales incluyen el uso de analgésicos no opioides
tales como acetaminofen, y Tramadol, NSAIDS tal como un inhibidor
especifico de Cox-2 por ejemplo, celecoxib, rofecoxib, opioide
analgésicos y glucosamina y sulfato de condroitin. De esta manera
en una modalidad de la invencidn se proporciona un método para
tratar osteoartritis (por ejemplo, primaria os secundaria) en un
paciente humano afligido con tal enfermedad, tal método comprende
administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente efaectiva
de un anticuerpo terapéutico o fragmento del mismo de la invenciéon
como se describe en la presente. La invencion se refiere a una
combinacion del anticuerpo terapéutico de la invencion junto con otro
tratamiento particularmente uno o méas de los tratamientos de CA
arriba descritos.

Psoriasis es una enfermedad de la piel crénica con morbidez
significativa que afecta aproximadamente 2% de la poblaciéon
Caucasica. Aunque para muchos puede ser una enfermedad
relativamente suave, puede tener efectos profundos en aquellos
afectados. La incapacildad de pacientes con psoriasis se ha
mostrado que es similar a aqueila de pacientes con angina y
acercamientos de los pacientes con falla cardiaca (Finlay et al,
(1990); Br. J. Dermatol, 123, 751). La forma mas comin de psoriasis

es enfermedad de placa cronica. Esta se presenta como placas de
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escala roja bien definidas tipicamente distribuidas sobre el cuero
cabslludo, espalda inferior y aspectos extensores de los limbos. Las
variantes clinicas incluyen psoriasis de gota, sebopsoriasis y formas
pustulares de la enfermedad. Una minoria de pacientes también
desarrollan artritis inflamatoria seronegativa. Microscdpicamente, la
piel leslonal muestra proliferacién Incrementada y diferenciacion
anormal de queratinocitos, infiltracién por Iinfocltos. auxiliares T y
neutr6filos e inactivaciébn de la vasculatura subcutanea. Estos
camblos corresponden a sobreexpresion de factores de crecimiento y
sus receptores, citoquinas proinflamatorias y péptidos angiogénicas.
Sin embargo, a pesar de la investigacién investiga la etiologia y
patogénesis de esta enfermedad permanece obscura aunque un
pape! central jugado por células T activas se ha demostrado en
sistemas de modelo animal (ver Nickoloff et al (19989}
Arch.Dermatol.135, 546-552). Los tratamientos corrientes incluyen
tratamientos tépicos tales c¢omo analogos de Vitamina D,
corticoesteroides, ditranol y retinoldes tal como gel Tazaroteno.
Fototerapla incluye el uso de ultravioleta B o psoralen o uitravioleta
A, y laser excimador. Tratamientos retinoides sistémicos incluyen
Etretinato y acitretin, isotretinoin, liarozola. Otros tratamientos
incluyen metotrexato, hidroxiurea, ciclosporin y antagonistas de
calcineurin, B8-tloguanina, azatloprina, sulfasalazina y ésteres de
acido fumérico. Mas recientemente, los tratamientos biolégicos tales
como Ontak™ (Denileukin Diftitox), Zenapax™ (Daclizumab),

Basiliximab, anticuerpos anti-CD4, Efalizumab, Alefacept™,
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Siplizumab, IDEC-114 y BMS 188667 (CTLA4Ig) han propuesto o
demostrado ser datiles en el tratamiento de esta enfermedad.
Ademas, tratamientos alfa anti-TNF tales como Enbrel™
(etanercept), Remicade™ (infliximab), Humira™ (adalimumab) y/o
CDP870 pueden utilizarse como psoriasis (incluyendo variantes de
las mismas).

Evidencia para el papel de OSM en leslones psoriaticas se
encuentra en Boifatl et a/ (1998) Arch. Dermatol. Res 290:9, 13.
Oncostatin M se secreta de manera espontdnea por cultivos de
6rgano de corto plazo de piel psoriatica lesional (Ver Bonifati C et a/
ibid). Ademaéas de la activacién constltutiva de STATS3, la molécula de
sefializaclén principal aguas abajo del receptor OSM, en
queratinocitos de ratén resulta en desarrollo espontdneo de lesiones
psoriaticas (Ver Sano S ef &/ (2005) Nature Medicine 11 :43-49).

Los anticuerpos de la presente invencién pueden por lo tanto
utilizarse en el tratamiento de psoriasis (placa crbnica, gota,
sebopsoriasis, pustular, psoriasis asoclada con artritls inflamatoria
seronegativa), dermatitis atépica/eczema, acén, ictiosls, penfigo,
verrugas virales ya sea como una monoterapla o en combinacién con
estos tratamientos descritos supra.

Eritematoso Ilupus sistémico (SLE) es una enfermedad
autoinmune sistémica caracterizada por produccion de auto-
anticuerpos, formaciéon de complejo inmune y dafo de tejido mediado
inmunolégicamente (Revisado en Rheumatology (2003). Eds

Hochberg, Silman, $Smolen, Waeinblatt and Weisman. Pub.
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Mosby.1291-1430). Manifestaciones patoldégicas incluyen necrosis
de flbrinoide, cuerpos de hemotoxilin, lesién vascular, 8 Interrupcion
de |a unidn dérmica-epidérmica de piel, artritis inflamatoria y
glomerulonefritis. SLE puede presentarse en cualquier edad
incluyendo neonatos. Es uno de los desordenes mAas comunes
afectando mujeres en edad de llevar nifios, es significativamente mas
caomin en mujeres que en hombres y afecta gente de origen Africano
significativamente mas frecuentemente que Caucésicos. Su
incidencia se ha estimado entre 1.8 y 7.6 casos por 100,000
personas-afios en EE.UU. SLE se asocia con mortalidad
incrementada, principalmente de infeccidn, y complicaciones CNS y
renales. Tratamiento de lupus y sus complicaclones se determinan
por necesidades Individuales del paciente. Farmacos anti-
inflamatorios no esteroidales son de una terapia de primer linea
importante para sintomas muasculo-esqueléticos, seflales
constitucionales y serositis suave. Anti-malarios (por ejemplo,
hidroxicloquina, cloroquina y quinacrina) se utilizan para tratar
sintomas miusculo-esqueléticos y sefiales constitucionales que son
refracatarias para no esteroidaies y esteroides de baja dosis. La
mayorlia de las manifestaciones clinicas de SLE responden a
tratamiento con esteroides pero los efectos secundarios de estos
farmacos pueden limitar tanto la dosis como duracién de tratamiento.
Los farmacos inmunosupresores, notablemente Azatioprina, pueden
utilizarse para enfermedad mas severa. Recientemente, el

tratamiento con la célula B ellminado e! antilcuerpo Rituxan ha
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mostrado resultados prometedores en SLE (Revisado en Looney RJ
et al (2005) Curr Dir Autoimmune 8:193-205). Oncostatin M se ha
encontrado en niveles elevados en suero para pacientes SLE y los
niveles muestran correlacionar con actlvidad de enfermedad (Ver
Robak E et al (1997) Eur Cytokine Netw 8: 281-286). De esta
manera, la invencion se reflere al uso de anticuerpos de la invencion
en el tratamiento (ya sea como una monoterapia o en combinacion
con uno o mas del os tratamientos SLE actuales detallados arriba) de
SLE.

Esclerosis sistémicos (S88) que incluye variantes de
escleroderma y fendémeno de Raynaud es un desorden generalizado
de la piel y 6rganos Internos. Se caracteriza por acumulaclén de
matriz extracelular en la piel y viscera. Oncostatin M puede
estimular acumulacién de matriz extracelular excesiva (Ver Bamber B
ef a/ (1997) J Mol Med Abstract Vol 76: 61-89). Oncostatin M se
produce espontaneamente de células mononucleares cultivadas de
pacientes con esclerosis sistémica (Ver Hasegawa M et al (1999)
Rheumatology (Oxford) 38: 612-617) y se encuentra en fluido de
lavado bronoalveolar de fibrosis pulmonar en escleroderma
(Revisado en Atama SP and White B {(2003) Cytokine growth Factor
Rev 14: 537-550). De esta manera, la invencién se refiere al uso de
antlcuerpos de la invencién en el tratamiento de SS y variantes de
los mismos como una monoterapia o en combinacidn con otro
medicamento.

OSM se ha detectado en el fluido de lavado broncoalveolar de



10

15

20

25

85

pacientes durante lesién de pulmén aguda, particularmente en casos
de neumonia (Tamura S et al (2002) Develop Dyman 225:327-331).
Los neutirdfilos parecen ser la fuente celular de OSM en estos
pacientes, y concentraciones de OSM en el fluido BAL se
correlacionan con nimeros PMN. Ya que los neutrdfllos son una
fuente de OSM, y en la activacion secretan OSM, es probable que
OSM estar4d presente en los pulmones de cualquier paciente en
donde neutréfilos son un componente significativo de inflamacién de
vias respiratorias, incluyendo COPD y asma severo. Ademas, OSM
también se expresa por eosinéfilos de tejido (ratén) y podria ser una
fuente significativa de OSM durante inflamacién (ver Tamura /b/d).

La sobreexpresion de OSM en vias respiratorias de ratdn
utilizando un vector adenovirual indujo la Inflamacién eosionofilica
profunda y deposiciobn de matriz (ver Langdon C et al (2003)
J.Immunol. 170:548-555 y también expresién de TIMP-1 (ver Kerr C
et al (1999) J. | nterfer. Cytokine Res., 19:1 1895-1205. Exposlcion
de flbroblastos de puimén de ratdn a OSM estimulé la liberacién de
eotaxin, un quimioatrayente de eosinéfilo potente. Ademéas, OSM
estimula la prollferacion, Induce produccién de colageno y praviene
la apoptosis de fibroblastos de pulmén de humano (ver Scaffidi, A.K.
et al {2002) Brit.J.Pharamcol 136:793-801). Aunque los mecanismos
mas allaA de estas observacionas son desconocidos, la deposiclon de
matriz podria, en parte, ser el resultado de wuna fuerte
supraregulaclon especifica de sintesis de inhibidor de proteinaza a1

{ver Cichy, J. et al (1998) Biochem.J 329:335-339). OSM tamblién se
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ha encontrado que promueve proliferacion de célula germinal
dependiente de fibroblasto y un incremento marcado en contenido de
histamina (ver Gyotoku E et al (2001) Arch. Dermatol. Res 293:508-
514). La instalacién directa de OSM en pulmones de rata aislados
indujo secrecion de IL-6 sostenida y rapida (ver LI, H. L. (2002) J.
Drug Targ 10:55-82). De esta manera, la presente invenclén se
refiere al uso de anticuerpos de la invenciéon (ya sea como unha
monoterapia o en combinacién con otro medicamento) en el
tratamiento de enfermedades de pulmdén inflamatorias tal como asma
y COPD (desorden pulmonar obatructivo crénico).

OSM se ha detectado en los cerebros de pacientes con
esclerosis mudltiple (MS), donde se localiza microglia, astrositos y
leucocitos infiltrantes (ver Ruprecht K et al Journal of
Neuropathology & Experimental Neurology. 60(11): 1087-98, 2001
Nov). OSM induce secreciéon de IL-6 y MCP-1 de células
endoteliales cerebrales, y adicién de TNFa con OSM causa una
respuesta sinergistica. OSM también induce la expresién de ICAM1
en células endoteliales microvasculares cerebrales, que podrian
aumentar la infiltracién de leucocito en tejido cerebral (Ruprecht K et
al ibid). Ademéas de promover la inflamacién en el cerebro, OSM
puede contribuir directamente a pérdida de neurona. Los
sobrenadantes de monocito de paciente con VIH causa profunda
inhibicién de crecimiento de neuroblasto también muerte celular
neuronal, y el mediador de estos efectos se muesira que es

Oncostatin M. Ya que muchos pacientes con VIH sufren de atrofia




10

15

25

87

cerebral causada por pérdida de célula neuronal. OSM puede ser un
mediador de esta patologia. Claramente, OSM podria también Jugar
un papel en otras enfermedades CNS donde |a pérdida neuronal
ocurre. De manera interesante en enf-ermedad de Alzheimer (AD),
antiquimotripsin a1 (ACT) es una de las protelnas asociadas
amiloides y su expresiéon es dramaticamente incrementada en areas
de enfermedad, tal vez facilitando deposicion de proteinas anormales
en placas amiloides y enredos neurofibrilares. OSM, que se conoce
por secretarse tanto por células T actlvadas de infiltracion como
monocitos, y microglia, es un Inductor potente de ACT, y podria por
lo tanto contribuir a la patologla AD (ver Kordula T et al (1998) J
Biol.Chem. 273:4112-4118 and Kordula T Journal of Neuroscience.
20(20): 7510-6, 2000).

E! trabajo por Tamura et al sugiere que OSM puede incluirse en
el desarrollo y mantenimlento de dolor neuroético (ver Tamura S. et
al (2003) Eur.J.Neurosci. 17:2287-2298). Sus estudios revelaron un
subconjunto de neuronas sensoriales noclceptivas que expresan el
receptor OSM3. Todas l|las neuronas OSM AR +ve también
expresaron receptores VR1 y P2X3, que se han mostrado que son
cruciales para desarrollo tanto dolor neuroatico como inflamatorio
(ver Jarvis M. F. et al (2002) PNAS 99:179-184 y Walker K.M et a/
(2003) J. Pharmacol. Exp. Ther 304, 56-82). Ademas, los ratones
OSM-/- tienen respuestas nocivas reducidas a dolor quimico,
térmico, visceral o mecanico, correlacionandose con una reduccion

de neuronas pequefias VR1*"® P2X3*¥* (ver Morlkawa, Y. et al (2004):
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J Neurosci 24, 1941-1847).

De esta manera, la presante invencién también se refiere al uso
(ya sea como una monoterapia o en combinacién con otro
medicamento) de anticuerpos de la invencién en el tratamiento de
enfermedades del sistema nervioso central o desordenes tal como se
describe supra tales como esclerosis multiple (MS), enfermedad de
Alzhelmer (AD) y otras demencias y ademas se refiere al uso en el
tratamiento de dolor, particularmente dolor Inflamatorio y/o
neuropético.

OSM se encuentra en macréfagos de tejido en lesiones
ateroescleréticas (ver Modur V. et &/ J.Clin Invest. 100, 158-168) y
como un factor angiogénico puede promover ia neovascularizacidn
caracteristica de placas ateroescleréticas que se piensa que
contribuye a fragilidad de la pared del vaso. Asl como tamblén la
respuesta angiogénica, OSM causa induccion de tanto secrecién de
IL-6 en células endoteliales, donde sus efectos son aditivos o
sinergisticos con IL-1 y TNFa respectivamente, y la exprasién COX-2
(ver Brown JT et al (1891) J. Immunol.147:2175-2180). La induccién
de la célula endotelial de COX2 es necesaria para las propiedades
angiogénicas de OSM (ver Brown JT et a/, ibid). Sin embargo, OSM
también Induce l|a expresion de otros factores anglogénicos en
células endoteliales; VEGF (Vasse, M et al (1999) Arterioscler
Thromb Vase Biol. 18:1835-1842) y bFG F (Wijelah E.S. et al (1997)
J.Cell Sci 110:871-879) De manera interesante, céluias endoteliales

humanas tienen aproximadamente 10-20 veces mas de densidad de
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receptor OOSM que otras células (ver Modur V. et a/ Ibid).

Ademas de los efectos en endotelio, OSM también induce |a
expresion de IL-6 y COX-2 en células musculares lisas vasculares
(VSMC) as! como también causando cambios de golpeteo en
morfologia celular {(Bernard C. ot al/ (1999) Circ.Res. 85:1124-1131).
Los depoésitos se encuentran usuaimente en lesiones
ateroesclerdticas avanzadas donde los macréfagos son la célula
inflamatoria predominante. Los macréfagos son una fuente principal
de OSM y de manera interesante, esta citoquina puede inducir la
fosfatasa alcallna tipo 6sea y deposicion de calcio en cultivos VSMC
(Shioi A. et al {2002) Circ.Rea. 91:9-16). OSM también
respactivamente induce y suprime factor de tejido (TF) y la secrecion
de inhibidor de trayectoria TF (TFPI) de VSMCs, resultando en una
actividad procoagulante potente en sobrenadantes de cultivo VSMC
(Mirshahi F. ef a/ (2002) Blood Coag.Fibrinol. 13:449-455). Ademas,
OSM afecta el.factor von-Willebrand, activador de plasminogen tipo
tejido y secrecion PAI-1 de células edoteilales en una manera que
sugisre que "OSM podria jugar un papel ciave en el desarrollo de
ofras lesiones ateroescieréticas” (Portau J et al/ (1898) Bilood
Coag.Fibrinol. 8,609-815).

Los niveles de plasma de fibribongen son un factor de rlesgo
vascular importante y OSM es un inductor potente de secrecion de
fibronogen en estudios con una estirpe de célula de hepatoma
(Vasse.M ot al (1996) Haernostasis 26, Suppl 4, 331-339). Sin

embargo, a alta concentraciones {50 ng/ml) OSM también incrementd
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la expresion del receptor LDL humano (Liu et al (2003)
Aterio. Thromb.Vasc.Biol.23:90-96). Finalmente, OSM promueave
estarificacion de colesterol an macréfagos de monocito J774, y
pueden por lo tanto contribuir a este proceso durante desarrollo de
célula Foam en lesiones ateroescleroticas (Maziere C et al/ (1998)
Blochem. Biophys Acta 1300, 30-34).

De esta manera, la presente invencién se refiere al uso de
anticuerpos de la invenciéon en el tratamiento de enfermedades o
desordenes del sistema cardiovascular. Tamblén se contempla el
uso de anticuerpos de la Iinvenciobn en el tratamlento de
ateroesclerosis y enfermedades de origen celular endotelial. Se
contempla ademés el uso de anticuerpos de la invencion para tratar
pacientes afligidos con VIH, particularmente para tratar condiciones
resultantes de infeccién con virus tal como sarcoma de Karposi.

Los anticuerpos de Ila invenclén también pueden utllizarse en
enfermedades de regulacion de ciclo celular por ejemplo, cancer (tal
como céancer de prdstata), mieloma.

Aunque |la presenta invenciéon se ha descrito principalmente en
relacién al tratamiento de enfarmedades o des6rdenes de humano, la
presente Invenclén puede también tener aplicacilones en el
tratamiento de enfermedades similares o desdérdenes en mamiferos

no humanos.
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Tabla A
Pratalna o pollnucladtido {PN) Antlcuerpo 1S5E10 [Antlcuerpa 180D3
CDRH1 SEQ.I.D.NO:1 SEQ.I.D.NQ:40
[ CORH2 SEQ.I.D.NO:2 SEQ.I.D.NO:41
[ CDRH3 SEQ.I.D.NO:3 SEQ.I.D.NO:42
CDRL1 SEQ.I.D.NO:4 SEQ.I.D.NO:43
CDRL2 SEQ.I.D.NO:5 SEQ.I.D.NO:44
CDRL3 SEQ.I.D.NO:8 SEQ.I.D.NO:45
[ Dominlo Vi (murino) SEQ.I.D.NO:7 SEQ.I.D.NO:48
Dominio Vy{murino) SEQ.I1.D.NO:8 SEQ.I.D.ND:47
Dominlo Vu (humanizado, B3) SEQ.I.D.NO:® SEQ 1.D.NO .D.NO:48
Dominio Vi {humanizado, L2) SEQ.1.D.NO:10 SEQ.I.D.NO:48
Cadena pesada (humanizada) SEQ.I.D.NO:11 SEQ.I.D.NO:50
|Cadena ligera (humanizada) SEQ.1.D.NO:12 SEQ.|.D.NO:51
[Domlinio Vi (murino, PN) SEQ.I.D.NO:15 SEQ.I.D.NO:52
[Dominio V. murino, PN) SEQ.I.D.NO:18 SEQ.I.D.NO:53
Dominlo Vy (humanizado, PN, B3) SEQ.1.D.ND:17 SEQ.I.D.NO:54
| Dominlo Vi ({humanizado, PN, L2} SEQ.1.D.NO:18 SEQ.1.D.NO:55
[Cadens pesada (humnnlzadn, PN) SEQ.I.D.NO:18 SEQ.I.D.NO:58
Cadena ligera (humanizada, PN) SEQ.I.D.NO:20 SEQ.I.D.NO:57
Domlinlo Vy (B4, humanizado) SEQ.I.D.NO:21 N/A
Cadena pesada (humanixada, Fc|SEQ.I.D.NO:61 N/A
 mutada)
Cadena pesada (humanizada, Fc¢|SEQ.I.D0.NO:82 N/A
mutada, PN)

La presente invencién se describir4 ahora a manera de ejemplo
solamente. Las reivindicaciones anexas pueden incluir una

generalizacién de uno o0 mas de los siguientes ejemplos.

Elem i16n

Ejemplos 1 a 6 se refieren a la produccién y formacién de
anticuerpo 15E10. Ejempio 7 se rafiere a ia produccion y formacién
de anticuerpo 10D3.
A Generaclién de Anticuerpos Monocionales

Los anticuerpos monoclonales se producen por células de
hibridoma generalménte de acuerdo con el método establecido en E
Harlow and D Lane, Antibodies a Laboratory Manual, Cold Spring

Harbor Laboratory, 1988. EIl resultado de |la fusién de células de
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mieloma de ratén con B-linfocltos de ratones inmunizados con el
antigeno objetivo. La célula hibridoma se inmortaliza por el patrén
de fusibn de mieloma mientras la capacidad para producir
anticuerpos se proporciona por el linfocito B.

Cuatro ratones SJL se Inmunizan por inyecclén Intraperitoneal
con OSM humano glicosilado (hOSM) producido en células CHO
suspendidas en adyuvante RIBIl (Sigma). Los ratones se inyectan
con hOSM solamente después de 2 semanas entonces con hOSM
neutralizado con anticuerpo monoclonal anti-sitio 1Il (OM4/11.17;
OSM:Mab 1:1.5 p:p) para actlvar la respuesta inmune hacia el Sitio Il
después de un adicional de 2 semanas de nuevo con el complejo
OSM-MADb después de otras 2.5 semanas y finaimente con OSM
solamente después de 5 semanas. Tres meses después de
inmunizaclén inicial, los bazos se remueven y linfocitos B se
fusionan con células de mieloma de ratén derivadas de células P3X
utilizando PEG1500 (Boehringer) para generar hibridomas. Las
ostirpes de célula de hibridoma individuales se clonan al Iin'1itar la
dilucién (E Harlow y D Lane). Las cavidades conteniendo colonias
Gnicas se Iidentifican microscépicamente y los sobrenadantes se
prueban para actividad. Las células de la mayoria de los clones
activos s8e expanden para crioconservaciéon, produccion de
anticuerpo, etc. Seleccléon de anticuerpo OSM inicial fue en la base
de especificidad y potencia en neutralizar OSM glicosilado humano
valorando en ELISA Inhibicién gp130 y el ensayo de célula KB (ver

abajo) el Gltimo proporcionando una verificacion de especificidad
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OSM. Después de idantiflcacion de anticuerpos de suficiante
potencia y especificidad correcta, criterios de seleccion adicional se
apllcan:

1. reactividad cruzada contra OSM de mono cinoméigo

2. mantenimiento de actividad contra OSM de humano en la

presencia de suero AB de humano agrupado

3. mantenimlento de actividad contra una biblioteca OSM de

neutréfilo de humano y contra OSM derivado de célula de
fluido sinovial RA

1920 hibridomas se seleccionan en ELISA de Inhibicién gp130.
43 dleron méas de 50% Inhibiciéon y los experimentos de respuesta de
dosis limitados se hacen en 15 de los cuales 6 se selecclonan para
estudio adicional. Estos se subclonan y clones maestros se
seleccionan.

Dos anticuerpos, clon 15E10 y clon 10D3 (ver ejemplo 7) se
seleccionan en la base de potencla. Anticuerpo de murino 15E10 fue
consistentemente méas potante en ELISA de Inhibicion gp130 pero
tuvo potencia similar a 10D3 en el ensayo de célula KB cuando OSM
de humano fue el antigeno objetivo. Sin embargo, anticuerpo de
murino 15E10 fue mucho méas potente que 10D3 conira OSM de mono

cinomoéigo en ambos ensayos.

2. Clonaclén de Reglones Variables de Clon 15E10
ARN total se extrae del clon de células de hibridoma 15E10 y el

cADN de los dominlos variables ligeros y pesados se produce por

oA
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transcripcion inversa utilizando cebadores especificos para la
secuencia gula de murino y las regiones constantes de anticuerpo de
acuerdo con el isotipo predetarminado (lgG2a/x). EI cADN de los
domlinios ligeros y pesados variables se clona entonces en el vector

pCR2.1 para secuenclacion.

2.1 Extracclén d
ARN total se extras de pastillas de 10° células de clon de
hibridoma 15E10 utilizando Sistema de Alslamiento de ARN Total SV

de Promega de acuerdo a las instrucclones del fabricante.

2.2 Transcripeclén Inversa

ARN se transcribe de manera Inversa para producir cADN de
los dominlos ligeros y pesados variables utilizando cebadores
especlificos para las secuencias gula de murino y regiones
constantes |gGy2a/x de murino. La mezcla de cebadores utilizada se
estabiece en Jones ST y Bendig MM Blo/technology 9:88-89 (1981).

Los grupos de cebadores delanteros de secuencia gula Vy y V,
de murino se preparan a 504M. Las soluciones de los cebadores
inversos de regién constante x y y2a de murino también se preparan

a 50uM.

2.3 Transcripclén Inversa (RT-PCR
La transcripcion inversa del ARN codificando l|as regiones

pesadas y ligeras variables se llava a cabo en duplicados utllizando
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el sisteama Access RT-PCR de Promega de acuerdo con las

instrucciones del fabricante. Cebadores delanteros e inversos Vy y

V. fueron como se describe arriba.

3. Clonacién de Producto PCR de 2.3

3.1 Purlficacié |

Los productos de RT-PCR (2xVy y 2xV,) se cargan en solucion
de carga de gel en un gel de agarosa al 1% preparativo conteniendo
0.01% bromuro de etidio y corre en un regulador TAE a 100V por 1
hora y las bandas de regidn V se cortan. Una escala de ADN 100bp
también corre en el gel para permitir identificacién de las bandas V,
y V..

Los fragmentos de ADN se extraen y purifican del gel utilizando
el kit de extracciéon QIlAquick ™Gel de Qiagen de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

3.2 Ligacién

Los fragmentos RT-PCR purificados (2xVy y 2xV,) se clonan en
el vector pCR2.1 utilizando un kit de clonacién TA de Invitrogen de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

3.3 formaclién

Los plasmidos ligados se transforman en células TOP10F' de
acuerdo a instrucciones del kit de clonacién TA. 50ul y 200ul de

células transformadas se difunden en placas L-aAgar conteniendo

e
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100ug/ml amplcilina y revistan con 8yl de 500mM solucién IPTG y
16ul de 50mg/ml solucldon X-Gal en DMF. Las placas se Incuban

durante la noche a 37°C.

3.4 Secuenclaclén

5 colonias blancas se cultlvan durante la noche a 37°C en Sml
medio LB complementado con 100ug/ml amplcilina.

Los plasmidos pCR2.1 conteniendo dominios Vy y V. 15E10 se
extraen y purlflcan utilizando el kit Qlagen QlAprep Spin Miniprap de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los dominios V4 y V. se
secuencian utilizando cebadores T7, M13 para y M13 rev.

Secuencia de aminoacidos de dominio V4 15E10 (consenso de
10 clones de 2 reacciones RT-PCR): SEQ.I.D.NO:7.

Secuencia de aminoacidos de dominio V. 15E10 (consenso de

10 clones de 2 reacclones RT-PCR): SEQ.I.D.NO:8.

4. Anticuer iméri

Un anticuerpo quimérico consistiendo de reglones V de murino
de origen de 3.4 injertado sobre regiones C tipo silvestre IgG1/k de
humano se disefia para conformar la clonacién de las reglones V de
murino correctas y también para utilizarse como una referencia
cuando se prueban construcciones humanlzadas. EI anticuerpo
quimérico se expresa en células CHO, purifica y prueba para afinidad
en el sitlo Il OSM en ELISA de inhibicién gp130 y ensayo de célula

KB (ver abajo).
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Las regiones V de murino clonadas se amplifican por PCR para
introducir sitios de restriccién requeridos para clonacién en vectores
de expresion de mamifero RId y RIn. Sitios Hind Ill y Spe | se
diefian para estructurar el dominio V4 y permitir la clonaciéon en un
vector Rid modificado conteniendo la region C tipo silvestre y1. Los
sitlos Hind 11l y BsiW | se disefian para estructurar el dominio V_ y
permitir la clonacién en un vector RIn modificado conteniendo la

region C x de humano.

4.1 Amplificacién PCR

cebador delantero Vy:
5'-GAT GAA GCT TGC CAC CAT GGC TGT CCT AGG GCT ACT C-3'
(SEQ.1.D.NO:22)

El sitio de restriccion Hind Ill se subraya y secuencia Kozak en
negritas.
cebador inverso Vu: 5'-GAT GGA CTA GTG TCC CTG TGC CCC AGA
C-3' (SEQ.I.D.NO:23)

El sitio de restriccién Spe | se subraya.
cebador delantero V:
5'-GAT GAA GCT TGC CAC CAT GGA TTT TCA GGT GCA GAT T-3'
(SEQ.1.D.NO:24)

El sitio de restricciéon Hind Ill se subraya y secuencia Kozak en
negritas.
cebador inverso V.:

5'-GAT GCG_TAC GTT TGA TTT CCA ACT TTG TCC C-3
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(SEQ.1.D.NO:25)

El sitio de restriccion BsiW | se subraya

Reaccién PCR: agua 66u1
10x regulador 1011
dNTP (2mM) 10p1
cebador 1 (5u4M) 4ul
cebador 2 (5uM) 4ul

AmpliTaq polymerasa 2uI

plasmido purificado 4ul

vol total 10041
Cebador 1: cebador delantero V0 V_
Cebador 2: cebador inverso Vy o V,
Plasmido purificado: plasmido V4 o V. pCR2.1 purificado por Qlagen
Minipreps (diluido 200x)
Ciclo PCR: 1-95°C por 4min

2- 95°C por 1min

3- 55°C por 1min

4- 72°C por 1min

5- 72°C por 7min

etapas 2 a 4: se ropiten 30 veces

2 ilonaclén en Vectores de resiédn de Mamifero
Los productos PCR se purifican utilizando el kit de Purificaciéon
MinElute PCR de Qiagen de acuerdo a las instrucciones del

fabricante.



4.2.1 Digestiones de Restriccldn

Producto PCR V4 y vector de expresion de mamifero hCyiwt se

diguieren Hind Ill-Spe I:

10

regulador 10x (NERegulador2) 5ul

BSA 100x (NEB) 0.54!
ADN 5ul
Hind Ill (Promega) 2ul
Spe | (NEB) 2ul
agua 35.5ul
vol total 50ul

ADN: producto PCR V, purificado o vector Rid hCyiwt (a
0.25mg/ml) Incubado a 2h a 37°C.
El producto PCR V, y vector de expresion de mamifero Rin hCx
so digieren Hind Mi-BsIW I:
regulador 10x (NERegulador2) 5yl

ADN 5ul
Hind Il (Promega) 2ul
agua 38yl
vol total 50u!1

ADN: producto PCR V., purificado de vector RIn hCxk (a
0.25mg/ml) Incubado a 2h a 37°C.
2ul de BsiW | (NEB) se agrega e incuba 2h a 55°C.

4.2.2 Purlficaclén de Gel

Los productos de digestiones de restriccibn se cargan en
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solucion de carga de gel en un gel de agarosa al 1% preparativo
conteniendo 0.01% bromuro de etidio y corre en regulador TAE a
100V por 1 hora y el vector Rid y RIn asl como también bandas de
fragmento PCR V, y V, se cortan. Una escala ADN 100bp también
corre en el gel para permitir la identificacion de las bandas de
vector, V4 y V.. El ADN se extrae y purifica de gel utilizando kit de
extraccion QlAquick Gel de Qilagen de acuerdo a las instrucciones

del fabricante.

4.2.3 Ligaclén
El fragmento PCR V4 Hind lil-Spe | digerido se liga en el vactor

Rid hCyiwt Hind llI-Spe | digerido.

El fragmento PCR V. Hind I[lI-BsiW | digerido se liga en el
vector RIn hCx Hind I11-BsiW | digerido.

La ligacién se lleva a cabo utilizando Sistema de Ligacion de
ADN Rapido LigaFast de Promega de acuerdo a |las Instrucciones del
fabricante proporcionado:
Vu: vector: Rid hCyiwt Hind Ill-Spe | digerido

insercion: fragmento PCR Vy Hind lll-Spe | digerido
V.. vector: RIn hCx Hind tI1-BsIW | digerido

Insercion: fragmento PCR V|, Hind |lI-BsiW | digerido.

4.2.4 Transformacidn

Los productos ligados se transforman en células competentes

DH5a:

I
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Frascos de 200u41 DH5a se congelan en hielo.

Alicuotas de 50ul se preparan en tubos de transformacion.

2yl de mezcla de ligacidn se agrega y mezcla gentiimente con una
punta de pipeta seguida por incubacidon por 30min en hielo.

L.a mezcia se incuba por 45 seg a 42°C sin agitacion.

Esto se transfiere a hielo por 2min.

45041 medio SOC se agrega y los tubos se incuban por 1 h a 37°C en
Incubador agitador.

10041 de cultivo se difunde sobre placas L-agar complemantadas con

100ug/ml ampicilina e incuban durante la noche a 37°C.

4.2.5 8 nclaclén

Clones V4 y V_ se cultivan durante la noche a 37°C en 5mi
medio LB complementando con 100ug/ml ampicilina.

Los plasmidos RId y RiIn conteniendo dominios Vy y V_
respectivamente se extraen y purifican utilizando el kit QlAprep Spin
Miniprep de Qlagen de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

La regidon V, se secuencia utilizando cebadores delanteros en
el vector RId y secuencia de sefial y cebador inverso en la regidn
Cy1 de humano.

La regidn V, se secuencia utilizando cebadores delanteros en
el vector RIn y sacuencia de sehal y cebador inverso en la region Cx
de humano.

Los clones con las secuencias Vy y V. se identifican y los

plasmidos se preparan para expreslon en células CHO.

¥
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4.3 Expresién de erpo Quimérico on Células CH

Los plasmidos RId y RIn conteniendo dominios Vy y V, 15E10
respactivamente se co-transfectan transitoriamente en células CHO y
se expresan. El anticuerpo quimérico producido se purifica de
sobrenadante de cultivo celular por cromatografia de afinidad o
Sepharose de rProtelna A y su afinidad para OSM se evalia en

ELISA de Inhibicion gp130 y ensayo de célula KB (ver abajo).

4.3.1 Purificac Pldsmido

Ceélulas DH52 conteniendo plasmidos RId-15E10Vy, y RIn-
15E10V_ se cultivan en 5ml de medio LB complementado con
100xg/ml ampicilina por 8h a 37°C en un incubador agitador.

200ml de medio LB complementando con 100u4g/ml ampicilina
se inocula con 1 ml de cultivo de dia e incuba durante la noche a
37°C en un incubador agitador.

Los plasmidos se extraen y purifican utilizando el kit QlAfilter
Plasmid Maxi de Qliagen de acuerdo a las Iinstrucciones dei
fabricante. La pastilla de etanol se resuspende en 200ul regulador
TE y concentracidn de pidsmido se mide por absorbencia a 260nm

después de dilucién 100 veces de solucion de reserva.

4.3, fecclén
Las células CHO se cultivan para confluencia en MEM de
Dulbecco con medio Glutamax-1 (DMEM) complementando con Suero

de Bovino Fetal Ultra Bajo y 1% Penicillin-Streptomicin en 4x175cm?

142
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matraces de cultivo de tajido BD Falcon a 37°C.

Para cada matraz, en un tubo Falcon de 50 ml, se agregan y
mezclan los siguientes:

8ml Optimem 1 con Glutamax-1

20pg RId-1510Vy plasmido purificado

20ug RIn-1510V plasmido purificado

20ug Reactivo de Transfeccién TransFast bajo vértice

La mezcla se incuba por 10-15 min a temperatura ambiente
(RT).

Medio DMEM se remueve de matraz después la mezcla se
coloca en vértice y se agrega a matraz.

La mezcla se incuba a 37°C por 1h.

32ml Optimem se agrega al matraz e incuban a 37°C por 48-

72h.

4.3.3 Purlficacién de anticuerpo gquimérico

Medio de todos los matraces de 172cm? se agrupan vy
centrifugan a 1500rpm por 3min en un MSE Mistral 2000 y
sobrenadante pasa a través de un Sistema de Filtro de 500mL
0.22uym CA.

El anticuerpo se purifica de sobrenadante clarificado en un
Amersham Biosciences Akta Explorer utilizando software Unicorn
software.

La columna utilizada fue una 1ml HiTrap rProteina A Sepharose

FF.

¢
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La velocidad de flujo fua 1 ml/min.

La columna se equilibra con 10CV de PBS de Dulbecco
después se carga con sobrenadante clarificado a través de bomba A.

La columna se enjuaga con 20CV de PBS de Dulbecco, bomba
A se enjuaga para desperdicio y un 10CV adicilonal de PBS de
Dulbecco se pasa a Eravés de la columna para asegurar despeje
completo de sobrenadante.

El anticuerpo se eluye con 10CV de Regulador de Elucién IgG
ImmunoPure (Plerce) y recolecta en fracciones de 1ml conteniendo
10041 de 1M Trizma-HCI pH8.0 regulador de neutralizacion.

La columna se reequilibra con 5CV de PBS de Dulbecco.

El anticuerpo en fracclones de eluido se cuantifica al leer la
absorbancia a 280nm contra una solucién vacla conteniendo 10
volimenes de Regulador de Elucién 1gG ImmunoPure + 1 volumen de
1M Trizma-HCI pHB8.0 y fracciones con cantidades suficientes de
anticuerpo puro se agrupan y almacenan en allcuotas de 100ul a -

20°C.

4.4 Anilisis de Anticuerpo Qu rico

Los anticuerpos quiméricos 15E10 y 10D3 (ver abajo)
purificados se analizan en ELISA de inhibicién gp130 y ensayo de
¢élula KB para su potencia en neturalizar tanto OSM humano como
cinomolgo (hOSM y cOSM). Los procedimientos para ELISA de

inhibiclén gp130 y ensayo de célula KB se establecen abajo.
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Tabla 1
Valores IC50 (uG/ ra Anticuerpo ricos vy de Mur
1SE10 y 10D3
ELISA gp130 Ensayo de célula KB

15E10 murino 0.059 0.185

15E10 quimérico 0.036 0.110

10D3 murlno 0.107 0.114

10D3 gquimérico 0.057 0.107

Ambos anticuerpos quiméricos 15E10 y 10D3 neutralizan hOSM
y cOSM en ELISA de inhibicién gp130 (FIG. 2) y ensayo de célula KB
(FIG. 3). 15E10 quimérico tiene una afinidad mas ata para OSM
cinomobigo que 10D3 quimérico como se observa con el anticuerpo de
murino de origen. Ambos anticuerpos quiméricos tienaen perflles de
curva y valores IC50 similares a los anticuerpos de murino de origen
(Tabla 1). La secuencia de aminoacidos y una secuencia cADN para
OSM cinoméigo (cOSM) se establece como SEQ.I.D.NO:63 y 64
respactivamente;

SEQ.I.D.N: 83:

MGVPLTRRTLLSLILALLFPSMASMAAMGSCSKEYRMLLGQLQKQT
DLMQDTSRLLDPYIRIQGLDIPKLREHCRESPGAFPSEETLRGLGR
RGFLQTLNATLGCVLHRLADLEQHLPKAQDLERSGLNIEDLEKLQM
ARPNVLGLRNNVYCMAQLLDNSDMTEPTKAGRGTPQPPTPTPTSD
VPQRKLEGCSFLRGYHRFMHSVGRIFSKWGESPNRSRRHSPHQAL
RKGVRRTRPSRKGNRLMPRGQLPR



10

15

20

25

106

SEQ.I.D.NO: 64:

ATGGGGGTACCGCTCACACGGAGGACGCTGCTCAGTCTGATCCTTG
CACTCCTGTTTCCAAGCATGGCAAGCS1TGGCGGCTATGGGCAGCT
GCTCGAAAGAGTACCGCATGCTCCTTGGCCAGCTCCAGAAGCAGAC
AGATCTCATGCAGGACACCAGCAGGCTCCTGGACCCCTATATACGT
ATCCAAGGCCTGGATATTCCTAAACTGAGAGAGCACTGCAGAGAGA
GCCCTGGGGCCTTCCCCAGCGAGGAGACCCTGAGGGGGCTGGGC
AGGCGGGGCTTCCTACAGACGCTCAATGCCACACTGGGCTGCGTC
CTGCACAGACTGGCCGACTTAGAGCAGCATCTCCCCAAGGCCCAG
GACTTGGAGAGGTCTGGGCTGAACATAGAGGACTTAGAGAAGCTGC
AGATGGCGAGGCCGAATGTCCTCGGGCTCAGGAACAACGTCTACT
GCATGGCCCAGCTGCTGGACAACTCAGACATGACTGAGCCCACGAA
GGCCGGCCGGGGGACCCCTCAGCCGCCCACCCCCACCCCTACCTC
AGATGTTTTTCAGCGCAAGCTGGAGGGCTGCAGTTTCCTGCGTGGC
TACCATCGCTTCATGCACTCAGTGGGGCGGATCTTCAGCAAGTGGG
GGGAGAGCCCGAACCGGAGCCGGAGACACAGCCCCCACCAGGCC
CTGCGGAAGGGGGTGCGCAGGACGAGACCCTCCAGGAAAGGCAAT
AGACTCATGCCCAGGGGACAGCTGCCCCGGTAG

Estos resultados confirman que las regiones variables 15E10
correctas se han clonado exitosamente para producir un anticuerpo
guimérico de unién de antigeno capaz de unir tanto OSM de humano
y cinomélgo sitio Il. Los dominlos pesados y ligeros variables 15E10

pueden ahora humanizarse.

5.1.1 Investigacién de |a Base de Datos de Ratén

15 secuenclas de ratén con la homologla mas alta para la
secuencia de aminoéacidos Vy 15E10 y 10 secuencias de ratén con la
homologia més alta para |la secuencia de aminoacidos V_ se
identifican al buscar una base de datos de péptido.

La secuencia de aminoacidos V,; 15E10 se compara con todas
las 15 secuencias de ratdon de |la busqueda de base de datos y los

sigulentes residuos de estructura se identifican como significativos:

s
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Posiclén 15E10 V,, ratén ocurrencla
75 R K 15/15
105 T Q 14/15

La posicién es de acuerdo al sistema de numeraciéon de Kabat
et al, supra. La secuencia de aminoécidos V, 15E10 se compara con
las 10 secuencias de raton de la bisqueda de base de datos y los

siguientes residuos de estructura se identifican como significativos:

Posicién 1S5E10 V. ratén ocurrencla
9 T A 8/10

38 E Q 10/10

49 E Y 10/10

60 A v 10/10
51.28 ueda de la B Datos de Humano

Las secuencias de estructura de humano con la homologia mas
alta a estructuras Vy y V. 15E10 se identifican utilizando EasyBlast
en una base de datos de péptldo.

Dos conjuntos de secuencias de humano se identifican para Vy
15E10:

Grupo A del cual la siguiente estructura se selecciona para
humanizacién:
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQPPGKGLEWI
GYIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCAR

SPSSGSYYYYYYGMDVWGQGTTVTVSs (SEQ.1.D.NO:26)

Las CDRs se subrayan.

13
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Y

Grupo B para el cual la siguiente se selecciona para
humanizacion:
QVQLVESGGGWQPGRSLRLSCAASGFTFSSYGMHWVRQAPGKGLEW
VAVIWYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARDLGGPLYWYFDLWGRGTLVTVSS (SEQ.I.D.NO:27)

Las CDRs se subrayan

Los sigulentes residuos de estructura se identifican como
potenciaimente Importantas para recuperar afinidad y pueden

necesitarse para mutarse de nuevo:

Posiclén {Kabat#) 15E10 Vy Grupo A Grupo B
27 F G F
28 S S

29 L I F
30 T S S
48 L I v
49 G G A
a7 L v F
71 K v R
73 N T N
78 \' F L
94 K R R

8 construcciones V4 humanizadas con diferentes mutacionas de
nuevo se diseflan, 4 en base a las estructuras de humano del grupo

A (A1, A2, A3 y A4) y 4 en base a las estructuras de humano del
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grupo B (B1, B2, B3 y B4).

Un conjunto de secuencias de humano se identifican para V_
15E10 del cual lo siguiente se selecciona para humanizaclion:
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSKYLAWYQQKPGQAPRLLIY
DASNR;ATGIPARFSGSGSGTDFTLTISNLEPEDFAVYYCQQR§NWPPT
FGQGTKLEI (SEQ.I1.D.NO:28)

Las CDRs se subrayan.

Los siguientes residuos se Iidentifican como potencialmente

importantes para recuperar afinidad y pueden necesitar mutarse de

nuevo:

Posiclén (Kabat#) 1SE10 V, Humano V.,
49 E Y

71 Y F

Dos construcciones se disefian, uno como un injerto recto (L1),
el otro con mutaciones de nuevo en ambos residuos (L2).
Construccién Vy Humanizada A1:
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLTNYGVHWIRQPPGKGLEWI
GVIWRGGSTDYNAAFMSRVTISVDTSKNQVSLKLSSVTAADTAVYYCA
KSPNSNFYWYFD VWGQGTTS (SEQ.I.D.NO:29)

nstrucclén Vy; Humanl A2:
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLTNYGVHWIRQPPGKGLEWI
GVIWRGGSTDYNAAFMSRVTISKDTSKNQVSLKLSSVTAADTAVYYCA
KSPNSNFYWYFDVWGQGTTS (SEQ.1.D.NO:30)

Construccliédn Vy Humanizada A3:
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLTNYGVHWIRQPPGKGLEW!I
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GVIWRGGSTDYNAAFMSRVTISKDNSKNQVSLKLSSVTAADTAVYYCA
KSPNSNFYWYFDVWGQGTTS (SEQ.I.D.NO:31)

Construcclién Vy Humanizada A4:
QVQLIQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLTNYGVHWIRQPPGKGLEWI
GVIWRGGSTDYNAAFMSRLTISKDNSKNQVSLKLSSVTAADTAVYYCA
KSPNSNFYWYFD VWGQGTTS (SEQ.I.D.NO:32)

Construccién V, Humanizada B1:
QVQL1VESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLE
WVAVIWRGGSTDYNAAFMSRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYY
CARSPNSNFYWYFDVWGRGTLV (SEQ.I.D.NO:33)

Construccién V, Humanizada B2;
QVQLVESGGGWQPGRSLRLSCAASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLEW
VAVIWRGGSTDYNAAFMSRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
AKSPNSNFYWYFDVWGRGTLV (SEQ.I.D.NO:34)

Construcclién Vy Humanizada B3:
QVQLVESGGGWQPGRSLRLSCAASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLEW
VAVIWRGGSTDYNAAFMSRFTISKDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
AKSPNSNFYWYFDVWGRGTLV (SEQ.I.D.NO:35)

Cons Vy Humanizada B4:
QVQLVESGGGWQPGRSLRLSCAASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLEW
VAVIWRGGSTDYNAAFMSRLTISKDNSKNTLYLGMNSLRAEDTAVYYC
AKSPNSNFYWYFDVWGRGTLYV (SEQ.1.D.NO:36)

Construcclién V, Humanizada L1:
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSGSSSVSYMYWYQQKPGQAPRLLIY
DTSNLASGIPARFSGSGSGTDFTLTISNLEPEDFAVYYCQQWSSYPPTF

5\
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GQGTKLEIK (SEQ.I.D.NO:37)

Construcclién V, Humanizada L2:
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCSGSSSVSYMYWYQQKPGQAPRLLIE
DTSNLASGIPARFSGSGSGTDYTLTISNLEPEDFAVYYCQQWSSYPPTF
GQGTKLEIK (SEQ.1.D.NO:38)

5.2 Humanizaclén de 15E10

Construcclones Vy y V. humanizadas se preparan de novo por
formacion de oligonucledtidos de recuperacion incluyendo sitios de
restriccion para clonacién en vectores de expresion de mamlifero Rid
y Rin asl como también una secuencia de sefial de humano. Los
sitios de restriccién Hind 1ll y Spe | se Introducen para estructura el
dominio V, conteniendo la secuencia de sefial de humano para
clonar en Rid conteniendo la regién constante tipo sllvestre y1 de
humano. Sitios de restriccidon Hind Ill y BsiW | se introducen para
estructurar el dominio V. conteniendo la secuencia de sefial de
humano para clonar en Rin conteniendo la region constante kappa de
humano.

Secuencia de sefial de humano: MGWSCIILFLVATATGVHS
(SEQ.1.D.NO:39).

Ocho construcciones Vy humanizadas y dos construcciones V,
humanizadas se disefian. Esto resultarla en 16 combinaciones de
cadena diferentes. Ya que la formacién oligo de regiones variables
consume tiempo, se decide inicialmente para preparar solamente las

construcciones por Gltimo y mas mutadas de nuevo para el dominio
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Vu (A1, A4, B1 y B4) y producen anticuerpos humanizades en
combinacién con las dos construcciones V. humanizadas.
10 oligonucleétidos de 60 bases de largo con un minimo de 18

bases de recubrimiento se diseflan para formacién.

5.2.1 Formaci llgonuclaétido

Las soluciones de grupos de oligonucle6tidos se preparan de
5u1 de cada solucién de reserva oligo a 1004M. La sintesis e los
genes V, y V, humanizados por formacién de oligonucleétidos de
recubrimiento se lleva a cabo generalmente de acuerdo a Stemmer
WP et al (1995) Gene 164(1):49-53 utilizando software descrito en
Ertl PF et al (2003) Methods 31: 199-206.

5.2.1.1 Reaccién PCR de Ensamble
agua 41.5ul

10xregulador PCR ProofStart S5ul

dNTP (10mM) 1.5ul
grupo oligo 1ul
Polimerasa ADN ProofStart 1141
vol total 50ul
Ciclo PCR de ensamble: 1-94°C por 2min

2-94°C por 30seg
3-40°C por 2min

4-72°C por 10seg
5-94°C por 15seg
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6-40°C por 30seg

7-72°C por 20s8eg + 3seg/ciclo

etapas 4 a 7 se ropiten 25 veces

5.2.1.2 PCR de Recuperacién

Cebadores 1 y 2 fueron los primeros oligonucleétidos, superior

e inferior, utilizados en PCR de ensamble.

PCR de recuperacidn

permite la amplificaciéon del gen V completo.

Reacciéon PCR de racuperacion:

1SE10-A1/A4
15E10-B1
15E10-B4
15E10-L1/L2

424l

10xregulador PCR ProofStart 4ul

dNTP (10mM)

cebador 1 (100u4M)
cebador 2 (100u4M)
reaccion PCR de ensamble

Polimerasa ADN ProofStart

voi total
cebador 1
15E10-A4-U1
15E10-B1-U1
15E10-B1-U1
15E10-L1-U1

Recuperacion clclo PCR:

1.5ul
0.5ul
0.5u1
1 ul
0.5ul
50ul
cebador 2
15E10-A4-L1
15E10-B1-L1
15E10-B4-L1
15E10-L1-L1
1-84°C por 2min
2-94°C por 45seg
3-80°C por 30seg
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4-72°C por 2min
5-72°C por 4min
eotapas 2 a 4 se repiten 25 veces.
Los productos PCR de recuperaciéon se purifican utilizando el
kit de Purificacion MinElute PCR de Qiagen de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

5.2.2 Digestiones de Restriccién

Conatrucciones V, 15E10 humanizadas A1, A4, B1 y se
digieren Hind 11l-Spe | y dos V_ 15E10 VL humanizados se digleren

Hind-llI-BgiWw | como se describe en 4.2.1,

5.2.3 Purificacién de Gel

Los productos de digestion de restriccion se purifican como en

4.2.2.
5.2.4 Ligacjén

Los fragmentos V4 humanizados 15E10 Hind llI-Spe | digeridos
se ligan en el vector RId hCy1wt Hind llI-Spe | digerido.

Los fragmentos V, humanizados 15E10 Hind IlI-BsiW |
digeridos se ligan en el vector Rin hCk Hind IlI-BsiW | digerido.

La ligaclon se lleva a cabo utilizando el Sistema de Ligacion de
ADN Répido LigaFast de Promega de acuerdo a {as instrucciones del

fabricante.
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$.2.5 Transformacién

Como en 4.2.5

nclaclén

Colonias de cada placa de reaccion se cultlvan durante la
noche a 37°C en 5ml medio LB complementando con 100ug/mi
ampicilina.

Los plasmidos se extraen y purifican utilizando el kit QlAprep
Spin Miniprep de Qiagen de acuerdo a las instrucciones del
fabricante y se secuencias utilizando cebadores descritos en 4.2.5.

Los clones con las secuencias Vy y V. humanizadas corragidas
so identifican y los plasmidos se preparan para expresion en células

CHO.

8. Expresién de Anticuerpos Humanizados en Células CHO

Cuatro construcciones V4 humanizadas (A1, A4, B1 y B4) y dos
construcciones V. humanizadas (L1 y L2) se preparan en vectoras de
expresion de mamifero Rid hCylwt y RIn hCx. Ocho comblnaciones
de cadena ligera-cadena pesada de plasmido (A1L1 , A1L2, A4L2,
B1L2, B4L1 y B412) se co-transfectan transitoriamente en células
CHO y expresan a escala pequefia para dar 8 diferentes anticuerpos
humanizados. Los anticuerpos producidos en sobrenadante se

analizan en ELISA de inhibicién gp130 (ver abajo).

6.1 Purlfl 16n de Plésmi
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Cealulas DH5a conteniendo uno de los plasmidos de seccion 6
se cultivan en 5mi de medio LB complementando con 100ug/ml
ampicilina por 8h a 37°C en un incubador agitador.

200ml de medio LB complementando con 100u4g/ml ampicillna
se Inocula con 1 ml de cultivo de dia e incuba durante la noche a
37°C en un incubador agitador.

Los plasmidos se extraen y purifican utilizando el kit QlAfilter
Plasmid Maxl de Qiagen de acuerdo a las Iinstrucciones del
fabricante. La pastilla de etanol se resuspende en 200yl regulador
TE y concentraciéon de plasmido se mide por absorbencia a 260nm

después de dilucién de 100 vaces de solucién de reserva.

6.2 Transfeccién

9 cavidades de placas de 6 cavidades Corning Costar 3506 se
siembran con 10° células CHO y se cultivan durante la noche en
MEM de Dulbecco con medio Glutamax-1 (DMEM) complementando
con Suero de Bovino Fetal Ultra Bajo y 1 % Penicilina-Streptomicina
a 37°C.

Para cada cavidad, los siguientes se agregan en un 5ml Bijou

1ml Optimem 1 con Glutamax-1

5ug plasmido llevando V4 humanizado

5ug plasmido llevando V. humanizado

30ug Reactivo de Transfeccién TransFast bajo vortice de
manera que cada transfeccién contuvo una combinacion diferente de

cadenas ligeras y pesadas. La incubacién tuvo lugar por 10-15min a
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temperatura ambiente. Medio DMEM se remueve de las cavidades
después la mezcla de voértice y se agrega a la cavidad aproplada.
Incubacién tuvo lugar a 37°C por 1 h.
2ml Optimem se agrega por cavidad e incuba a 37°C por 48-

72h.

6.3 Andlisis de Anticusrpos Humanlizados

Medio de cada cavidad se recupera y centrifuga a 13000rpm
por 1 min en centrifugo Eppendorf 5415R y sobrenadante se pasa a
través de un filtro de jeringa de 0.2ym Pall Acrodisc 25mm.

8 anticuerpos humanizados (4 en base a las esiructuras de
humano del Grupo A, 4 en base a las estructuras de humano del

Grupo B) y los anticuerpos quiméricos 15E10 se analizan en ELISA

- de Inhibicién gp130 para su potencia para neutralizar tanto hOSM

como cOSM (ver FIG. 4).
Tabla 2

A’ r nticuerpos huma B1L1, B1L2, B4L1

B4L2 en ELISA de Inhiblclén gp130

QOSM de humano OSM de clnamdigo
B1L1 NA NA
B1L2 0.334 0.110
B4L1 NA 0.187
B4L2 0.048 0.040
Quimera 15E10 0.070 0.060

Valores IC50 se expresan en pg/mi
NA: Inhibicién es menor a 50%

El nivel de mutaciones de nuevo se expresa en anticuerpos
humanizados tuvo un efecto directo en afinidad para OSM de humano

y cinoméigo en ELISA de inhibicién gp130. EI dltimo anticuerpo
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mutado de nuevo (B1L1 ) no tuvo afinidad detectable para OMS de
cinoméigo y solo los antecedentes de arriba para OSM de humano.
Por el otro lado, el anticuerpos mas mutado de nuevo (B4L2) tuvo
una afinidad para OSM de humano y cinomdigo al menos equivalente
a aquel del anticuerpo 15E10 quimérico. Los 2 anticuerpos
humanizados conteniendo la cadena ligera mutadas de nuevo
tuvieron afinidad méas alta que los 2 anticuerpos humanizados
conteniendo la cadena ligera de injerto recta.

Ninguno de los cuatro anticuerpos humanizados basados en las
estructuras del grupo A de humano tuvieron una sefial inhibidora en
ensayo ELISA gp130. De hecho ninguno de estos anticuerpos podria
detectarse en un ELISA para anticuerpo IgG1 humano completo
(donde el anticuerpo de captura es un policlonal originado contra
cadena pesada y de humano en cabras y el anticuerpo de deteccion
es un policlonal originado contra cadena ligera x de humano).

Analisis adicional de sobrenadante conteniendo estos cuatro
anticuerpos en ELISAs especifica de cadena pesada de IgG de
humano y especifica de cadena ligera dio una sefial positiva en
ambos ensayos. Ambas ELISAs utilizaron un anticuerpo de captura
originado contra cadenas pesada y ligera de IgG de humano en
cabras mientras el anticuerpo de detecclén se origina contra cadena
y de 1gG de humano para ELISA especifica de cadena pesada y
contra cadena x i1gG de humano en ELISA especifica de cadena
ligera.

Estos resuitados sugieren que Ios anticuerpos humanizados
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donde la cadena pesada se disefia de las estructuras de humano de
grupo A expresan tanto cadena pesada como ligera pero las dos
cadenas no se combinan para producir un anticuerpo viable.

La construccién V4, mas mutada de nuevo en base a las
estructuras de Grupo B de humano (B4) en combinacién con la
cadena ligera mutada de nuevo (L2) probé que es el anticuerpo
humanizado mas potente. Tres anticuerpos humanizados
comprendiendo Vy de Grupo B (B2L2, B3L2 y B4L2) se producen,
purifican y analizan para determinar el anticuerpo humanizado mas

adecuado para seleccion de candidatos.

8.4 Preparaclién de construcciones Vy, humanizadas de 6.3

Dos construcciones humanizadas B2 y B3 se preparan como en

5.2.1 a 5.2.6.

8.5 Expresién de anticuerpos humanizados en células CHO

Tres plasmidos conteniendo Vy humanizada (B2, B3 y B4) en
combinacién con el pldsmido contenlendo V. humanizada mas
mutada de nuevo (L2) de seccién 6 se co-transfectan
transitoriamiente en células CHO y se expresan. Los 3 anticuerpos
humanizados producidos se purifican de sobrenadante de cultivo
celular por cromatografia de afinidad en rProteina A Sepharose y su
afinidad para OSM se evalia en ELISA de Iinhibicién gp130 y ensayo
de célula KB utilizando antlcuerpo quimérico 15E10 como referencia.

Purificaclén de Plasmido se lleva a cabo como en 4.3.1.
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Transfeccion se lleva a8 cabo como en 4.3.2. Purificaclén de

anticuerpos humanizados se lleva a cabo como en 4.3.3.

l Anticuerpos nizados de se

Anticuerpos humanizados purificados de la secciéon 6.5 se
analizan en ELISA de Inhibicion gp130 y ensayo de célula KB (ver
abajo) para su potencia para neutralizar tanto OSM de humano como
cinomdlgo. Ensayos se conducen con OSM de humano de una
variedad de fuentes incluyendo CHO producidas, CHO producidas +
25% suero AB de humano, neutréfilos y fluldo sinovial de pacientes
RA.

ELISA de inhibicién gp130: datos de experimaenios se ilustran
en Fig 5 a 10.

ensayo de célula KB: datos de experimentos se llustran en Fig
11 a 16. Estos resultados muestran que los anticuerpos humanizados
(B3L2 y B4L2) tienen potencia equivalente a anticuerpo quimérico
15E10 pero mas alta que el anticuerpo humanizado B2L2. Esto
indica que la estrategua de humanizacién, especialmente la eleccién
de mutaciones de nuevo resuito en recuperacién completa de
aflnidad para antigeno.

The secuencia de aminoécidos de la cadena V4, de B4 es
QVQLVESGGGWQPGRSLRLSCAASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLEW
VAVIWRGGSTDYNAAFMSRLTISKDNSKMTLYLQMNSLRAEDTAVYYC
AKSPNSNFYWYFD VWGRGTLVTVSS (SEQ.I.D.NO: 21)

y la cadena V_ es SEQ.I.D.NO: 12.
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Un anticuerpo terapéutico o fragmento de union de antigeno del
mismo comprendiendo una cadena Vy de SEQ.I.LD.NO: 21 y una
cadena V_ de SEQ.I.D.NO: 12 puede considerarse como un
anticuerpo competente de Ila Invencién y por lo tanto forma una

modalldad de la invencion.

6.7 Comparacién de Anticuerpo Humanizado B3lL2 con
Anticuerpos de Murino de Origen y Quiméricos

El anticuerpo humanizado B3L2 se compara con los anticuerpos
quiméricos 15E10 y de murino de origen en ELISA de Inhibicidn
gp130 y ensayo de célula KB (ver abajo) utilizando OSM de humano
y cinoméigo como antigeno objetivo. Un anticuerpo B3L2
humanizado llevando 2 mutaciones de punto en |la cadena pesada
constante (Ala reemplaza Leu en posicién 235 y Gly en posicidon 237)
se disefla, expresa en células CHO y purifica. Las mutaciones
reducen |a habilidad del antlcuerpo para generar funclones
efectuoras especiaimente reclutamiento de factores complemento. El
candidato de anticuerpo humanizado B3L2 con cadena pesada
intacta se refiere como B3L2 wt (tipo silvestre) mientras el
anticuerpo B3L2 se llama B3L2 mut en las FIGSs. 17 a 19.

Tabla 4

v 1C50 ara B3L2 humanizad ipo slivestr n

comparacién con anticuerpos quiméricos y de murino de origen
en ELISA de Inhibicién gp130 y ensayo de célula KB

\6L
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gp130ELISA Ensayo de célula KB
15E10 murino 0.000 0.053
15E10 quimérleco 0.019 0.079
B3L2 wt 0.035 0.0123

Valores IC50 estan en pg/ml

Estos resultados conflrman que el anticuerpo B3L2 tiene potencia
equivalente al anticuerpo de murino de origen 15E10.

La secuencia de aminodcidos de cadena pesada B3L2 humanizada
se establece en SEQ.1.D.NO:11 y la cadena ligera B3L2 humanizada

se establece en SEQ.1.D.NO:12.

Elemplo 7 - Anticuerpo 10D3

7.1. Generacld Anticuerpos Monoclonales
Hibridoma 10D3 se genera como se detalia en el Ejemplo 1 de

arriba.

7.2 Clonacién de Regiones Variables de Clon 10D3

ARN total se extrae de células de hibridoma de clon 10D3 y el
cADN de dominios variables pesados y ligeros se producen por
transcripcidn Inversa utilizando c¢ebadores especificos para la
secuencia gula de murino y las regiones constantes de anticuerpo de
acuerdo al Iisotipo pre-determinado (IgG1/x). El cADN de Ilos
dominios pesados y ligeros variables se clona entonces en el pCR2.1

para secuenciacion.

7.2.1 Extracclén de ARN
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ARN total se extrae de pastillas de 10° células de clon de
hibridoma 10D3 utilizando el Sistema de Alslamlento de ARN Total

SV de Promega de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

7.2.2 Transcripclén Inversa

ARN se transcribe Inversa para producir cADN de los dominios
pesados y ligeros variables utilizando cebadores especificos para las
secuencias gula de murino y regiones constantes IgGy2a/x de
murino. La mezcla de cebadores u'tilizada se establece en Jones ST
ad Bendig MM Bio/technology 9:88-89 (1991).

Los grupos de cebadores delanteros de secuencia guia Vy y V.
de murino se preparan a 50uyM. Soluciones de los cebadores
inversos de region constante y2a y x de murino tamblén se preparan

a 50uM.

7.2.3 Transcripcién Inversa PCR {RT-PCR

Transcripcion Inversa de ARN codificando las regiones pesadas
y ligeras variables se lleva a cabo por duplicado utllizando el
Sistema Access RT-PCR de Promega de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Cebadores delanteros e inversos V4 y V. son como

se describen arriba.

7.3 lonacidn de Producto PCR de 7.2.3

1.3.1. Purlficacién de Gel
Los productos de RT-PCR (2xVy y 2xV_) se cargan an solucion

1b"(
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de carga en un gel de agarosa al 1% preparativo conteniendo 0.01%
bromuro de etidio y corre en regulador TAE a 100V por 1 hora y las
bandas de reglén V se cortan. Una escala de ADN 100bp también
corre en el gel para permitir la Identificacién de las bandas Vy y V..
Los fragmentos de ADN se extraen y purifican del gel utllizando
el kit de extraccion de gel QlAquick™ de Qlagen de acuerdo a las

instrucciones del fabricante.

7.3.2 Ligacién
Fragmentos RT-PCR purificados (2xV4 y 2xV.) se clonan en el

vector pCR2.1 utllizando el kit de clonacion TA de Invitrogen de

acuerdo a las instrucciones del fabricante.

7.3.3 Transformaclén

Los plasmidos ligados se transforman en células TOP10F'
células de acuerdo a las instrucciones del kit de clonacién TA. 50ul
y 200u41 de células transformadas se dlfunden en placas L-agar
conteniendo 100uxg/ml ampicilina y revisten con 8ul de 500mM
solucion IPTG y 16u] de 50mg/ml| solucién X-Gal en DMF.

Las placas se incuban durante la noche a 37°C.

1.3.4 Secuenclaclén

5 colonias blancas se cultivan durante la noche a 37°C en 5ml
medio LB complementado con 100xg/mi ampicllina.

Los plasmidos pCR2.1 contenlendo dominios Vy ¥ V. 10D3 se

=
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extraen y purifican utilizando el kit Qiagen QlAprep Spin Miniprep de
acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Los dominios V4 y V. se secuencian utilizando cebadores T7,
M13 para y M13 rev.

Secuencia de aminoacidos de dominio V4 10D3 (consenso de
10 clones de 2 reacciones RT-PCR): SEQ.I1.D.NO:48.

Secuencia de aminodacidos de dominio V. 10D3 (consenso de

10 clones de 2 reacciones RT-PCR): SEQ.1.D.NO:47.

7.4. Anticuerpo Quimérico

Un anticuerpo quimérico consistiendo de regiones V de murino
de origen de 7.3.4 injertado sobre regiones C tipo silvestre IgG1/k de
humano se disefia para conformar la clonacién de las regiones V de
murino correctas y también para utilizarse como una referencia
cuando se prueban construcciones humanizadas. El| anticuerpo
quimérico se expresa an células CHO, purifica y prueba para aflinidad
en el sitio Il OSM en ELISA de inhibicibn gp130 y ensayo de célula
KB (ver abajo).

Las regionas V de murino clonadas se amplifican por PCR para
introducir sitios de restricciéon requeridos para clonacién en vectores
de expresién de mamifero RId y Rin. Sitios Hind Il y Spe | se
disefan para estructurar el dominio V4 y permitir la clonacién en un
vactor Rld modificado conteniendo la regién C tipo sllvestre y1. Los
sitlos Hind Ill y BsiW | se diseflan para estructurar el dominio V_ y

permitir la clonaciéon en un vector RIn modificado conteniendo la
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regién C x de humano.
7.4.1 Amplificacién PCR
cebador delantero Vy:
El sitio de restriccion Hind 1l se subraya y secuencia Kozac en

negritas
delantero Vu: 5'-GAT GAA GCT TGC CAC CAT GGG ATG GAG CTG
GGT CTT T-31 (SEQ.1.D.NO:58)
inverso Vy: 5'-GAT GGA_CTA GTG TGC CTT GGC CCC AAT A-31
(SEQ.1.D.NO:85)

El sitlo de restriccion Spe | se subraya.
cebador delantero V:
delantero V.. 5'-GAT GAA GCT TGC CAC CAT GGA TTT ACA GGT
GCA GAT T-3' (SEQ.1.D.NO:58)

El sitio de restriccion Hind Ill se subraya y secuencia Kozak en
negritas.
Inverso V_: 5'-GAT GCG TAC GTT TCA GCT CCA GCT TGG TCC C-
3' (SEQ.1.D.NO:80)

El sitio de restriccion BsiW | se subraya

Reaccion PCR: agua 66ul
10x regulador 10ul
dNTP (2mM) 1041
cebador 1 (5u4M) 4ul
cebador 2 (5uM) 4ul

AmpliTaq polymerasa 2yl

167
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plasmido purificado 4ul
vol total 100u1
Cebador 1: cebador delantero V,, 0 V,
Cebador 2: cebador inverso V4 0 V,
Plasmido purificado: pladsmido Vy o V. pCR2.1 purificado por Qiagen
Minipreps (diluido 200x)
Ciclo PCR: 1-85°C por 4min
2- 95°C por 1min
3- §5°C por 1min
5- 72°C por Tmin

etapas 2 a 4: se repiten 30 veces

7.4.2 Clonaclén en Vectores de Expresién de Mamifero

Los productos PCR se purifican utilizando el kit de Purificacion
MinElute PCR de Qiagen de acuerdo a las Instrucciones del

fabricante.

7.4.2.1 Digestiones de Restriccién

Producto PCR Vy y vector de expresion de mamifero hCyiwt se
diguieren Hind IlI-Spe I:
regulador 10x (NERegulador2) 5yl

BSA 100x (NEB) 0.5u1
ADN S5ul
Hind lil (Promega) 2ut

Spe | (NEB) 2ul
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agua 35.5ul
vol total 50ul
ADN: producto PCR Vy purificado o vector Rid hCyiwt (a
0.25mg/mi) Incubado a 2h a 37°C.
El producto PCR V_ y vector de expresion de mamifero Rin hCx
se digieren Hind MI-BsiW |;

regulador 10x (NERegulador2) 5ul

ADN Sul
Hind 11l {Promega) 24l
agua 38ul
vol total 50ul

ADN: producto PCR V., purificado de vector RIn hCxk (a
0.25mg/ml) Incubado a 2h a 37°C.
2u) de BsiW | (NEB) se agrega e incuba 2h a 55°C.

7.4.2.2 Purlficaclén de Gel

Los productos de digestiones de restriccibn se cargan en
solucién de carga de gel en un gel de agarosa al 1% preparativo
conteniendo 0.01% bromuro de etidio y corre en regulador TAE a
100V por 1 hora y el vector Rid y RIn asi como también bandas de
fragmento PCR Vy y V. se cortan. Una escala ADN 100bp también
corre en el gel para permitir la Identificaciobn de las bandas de
vector, Vy y V.. El ADN se extrae y purifica de gel utilizando kit de
extraccion QlAquick Gel de Qiagen de acuerdo a las instrucciones

del fabricante.
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7.4.2.3 Ligaclén
El fragmento PCR V4 Hind IlI-Spe | digerido se liga en el vector

Rld hCy1iwt Hind Ill-Spe | digerido.

El fragmento PCR V., Hind I|lI-BsiW | digerido se liga en el
vactor Rin hCk Hind 11I-BsiW | digerido.

La ligacion se lleva a cabo utilizando Sistema de Ligaclén de
ADN Répido LigaFast de Promega de acuerdo a ias instrucciones del
fabricante proporcionado:
Vu: vector: Rid hCy1iwt Hind Ill-Spe | digerido

inserclén: fragmento PCR Vy Hind 1lI-Spe | digerido
VL: vector: Rin hCx Hind Il1I-BsiW | digerido

inserciéon: fragmento PCR V,_ Hind IlI-BsiW | digerido.

7.4.2.4 Transformacién

Los productos ligados se transforman en células competentes
DHS5a:
Frascos de 20041 DHS5a se congelan en hlelo.
Alicuotas de 504! se preparan en tubos de transformacion.
2yl de mezcla de ligaciébn se agrega y mezcla gentiimente con una
punta de pipeta seguida por incubacién por 30min en hielo.
La mezcla se incuba por 45 seg a 42°C sin agitaclon.
Esto se transfiere a hielo por 2min.
4501 medio SOC se agrega y los tubos se incuban por 1 h a 37°C en
incubador agitador.

10041 de cuitivo se difunde sobre placas L-4gar complementadas con
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100ug/ml ampicilina e incuban durante la noche a 37°C.

7.4. nclaclén

Clones Vy y V. se cultivan durante la noche a 37°C en 5ml
medio LB complementando con 100ug/ml ampicilina.

Los plasmidos RId y RIin conteniendo dominios V4 y V,
respectivamente se extraen y purifican utilizando el kit QlAprep Spin
Miniprep de Qiagen de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

La region Vy se secuencia utillzando cebadores delantaras en
el vector RIid y secuencia de sefial y cebador inverso en la regidén
Cy1 de humano.

La regiéon V_ se secuencia utilizando cebadores delanteros en
el vector RIn y secuencia de sefial y cebador inverso en la regién Cx
de humano.

Los clones con las secuencias Vy y V. se identifican y los

plasmidos se preparan para expresion en células CHO.

7.4.3 Expresién de Antl rpo Quimérlico élulas CHO

Los plasmidos RId y RIn conteniendo dominios Vy y V. 10D3
respectivamente se co-transfectan transitoriamente en células CHO y
se expresan. E| anticuerpo quimérico producido se purifica de
sobrenadante de cultivo celular por cromatografia de afinidad o
Sepharose de rProtelna A y su afinidad para OSM se evailla en

ELISA de Inhlbicién gp130 y ensayo de célula KB (ver abajo).
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1.4.3.1 Purlficaclién de Plésmido
Células DH5a conteniendo plasmidos RId-15E10V, y RIn-

15E10V, se cultivan en 5m|l de medio LB complementado con
100x4g/ml ampicllina por 8h a 37°C en un incubador agitador.

200ml de medio LB compiementando con 100xg/ml ampicilina
se inocula con 1 ml de cultivo de dia e incuba durante la noche a
37°C en un incubador agitador.

Los plasmidos se extraen y purifican utilizando el kit QlAfilter
Plasmid Maxi de Qiagen de acuerdo a Ias instruccionas del
fabricante. La pastilla de etanol se resuspende en 200ul regulador
TE y concentracion de plasmido se mide por absorbencia a 260nm

después de dilucion 100 veces de solucién de reserva.

7.4,3.2 Transfecclén

Las células CHO se cultlvan para confluencla en MEM de
Dulbecco con medio Glutamax-1 (DMEM) complementando con Suero
de Bovino Fetal Ultra Bajo y 1% Penicillin-Streptomicin en 4x175cm?
matraces de cultivo de tejido BD Falcon a 37°C.

Para cada frasco, en un tubo Falcon de 50 ml, se agregan y
mezclan lo siguiente:

8mi Optimem 1 con Glutamax-1

20pg RId-1510V, plasmido purificado
20pug RIn-1510V, plasmido purificado
20ug Reactlvo de Transfecclon TransFast bajo vértice

La mezcia se Incuba por 10-15 min a temperatura ambiente
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(RT).

Medio DMEM se remueve de matraz después |la mezcla se
coloca en vértice y se agrega a matraz.

La mezcla se incuba a 37°C por 1h.

32ml Optimem se agrega al matraz e incuban a 37°C por 48B-

72h.

7.4.3.3 Purlficaclén de Anticuerpo Quimsérico

Medio de todas los matraces de 172cm? se agrupan y
centrifugan a 1500rpm por 3min en un MSE Mistral 2000 vy
sobrenadante pasa a través de un Sistema de Flitro de 500mL
0.22um CA.

El anticuerpo se purifica de sobrenadante clarificado en un
Amersham Biosciences Akta Explorer utilizando software Unicorn
software.

La columna utilizada fue una 1ml HiTrap rProteina A Sepharose
FF.

La velocidad de flujo fua 1 ml/min.

La columna se equllibra con 10CV de PBS de Dulbecco
después se carga con sobrenadante clarificado a través de bomba A.

La columna se enjuaga con 20CV de PBS de Dulbecco, bomba
A se enjuaga para desperdicio y un 10CV adicional de PBS de
Dulbecco se pasa a través de |la columna para asegurar despeje
completo de sobrenadante.

El anticuerpo se eluye con 10CV de Regulador de Elucién IgG
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ImmunoPure (Pierce) y recolecta en fracciones de 1mi conteniendo
10041 de 1M Trizma-HCI pHB8.0 regulador de neutralizacion.

La columna se reequilibra con 5CV de PBS de Dulbecco.

El anticuerpo en fraccilonaes de eluido se cuantifica al leer la
absorbancla a 280nm contra una solucién vaclia conteniendo 10
volimenes de Regulador de Eluciéon IgG ImmunoPure + 1 volumen de
1M Trizma-HCI| pH8.0 y fracciones con cantidades suficientes de
anticuerpo puro se agrupan y almacenan en allcuotas de 100ul a -

20°C.

7.4.4 Andlisis de Antic Imérico

El anticuerpo quimérico 10D3 se analizan en ELISA de
inhibicién gp130 y ensayo de célula KB (ver abajo) para su potencia
para neutralizar tanto OSM humano como cinomolgo.

Los procedimientos para ELISA de inhibicién gp130 y ensayo
de célula KB se establecen abajo.

Los anticuerpos quiméricos 10D3 neutralizan OSM en ELISA de
inhibicién gp130 y ensayo de célula KB.

Estos resultados confirman que las regiones varlables correctas
se han clonado exitosamente para producir un anticuerpo quimérico
de antigeno capaz de unir tanto sitio Il de OSM de cinomdigo o
humano.

Los dominios pesados y ligeros variables 10D3 pueden ahora
humanizarse.

Las regiones variables de murino se clonan y secuencian

e
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después se injertan en regiones constantes y1/k humano para
producir un anticuerpo quimérico. EIl anticuerpo quimérico 10D3
mostré potencia contra OSM cinoméigo y humano equivalente a
aquel del anticuerpo de murino de origen en gp130 ELISA y ensayos
de célula KB (ver abajo).

El anticuerpo de murino se humaniza utilizando la estrategia de
"mejor ajuste”. Para el dominio pesado variable, una secuencia con
65% identidad se selecciona y CDRs de murino injertados sobre las
estructuras de humano. Un ntmero de construcclones se disefian
con varias mutaciones de nuevo en las estructuras para recuperar

afinidad. Estas construcciones son:

Construccion Mutaclones de nuevo

A T28I

B T28l, R71V, T73K

C T28l, VB7A, MBYL, R71V, T7T3K

D T281, M48Il, G44K, VB7A, M6IL, R71V, T73K

Para el dominlo ligero variable, una secuencia con 60.0%
identidad se selecciona y CDRs de murino injertadas sobre las
estructuras de humano. Un ndmero de construcciones se disefian
con varias mutaciones de nuevo en las estructuras para recuperar

afinidad. Estas construcciones son:

Construccion Mutaciones de nuevo
LA ninguno (injerto recto)
LB L46R, LA7TW

LC Y36F, Q38K
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LD Y36F, Q38K, L46R, L47W
LE Y36F, Q38K, L46R, L47TW, F71Y

Solamente |las construcciones por Gltimo y méas mutadas de
nuevo (A, D, LA, LE) se sintetizan al formar los oligos de
recubrimiento. Cuatro anticuerpos humanizados (ALA, ALE, DLA,
DLE) se expresan en escala pequefia en células CHO y el
sobrenadante se anallza para afinidad de anticuerpo en gp130
ELISA.

Solamente anticuerpos humanizados ALE y DLE mostraron
inhibicién en gp130 ELISA pero la inhibiciébn por ALE no fue
suficiente debido a la baja concentracién de anticuerpo en el
sobrenadante de manera que DEL se selecciona. La produccidén de
anticuerpo humanizado DEL se escala en células CHO y el
anticuerpo se purifica y analiza en gp130 ELISA y ensayo de célula
KB utllizando anticuerpo quimérico 10D3 como control.

Los valores IC50 (gp130 ELISA) (ug/ml):

hOSM cOSM
quimera 0.032 0.246
DLE 0.021 0.059

Anticuerpo humanizado 10D3 DLE es al menos tan potente si
no mas potente que el anticuerpo quimeérico contra OSM de humano
y OSM de cinomélgo an gp130 ELISA.

Los anticuerpos quiméricos humanizados 10D3 DLE y 10D3 se

analizan en el ensayo de célula KB. 10D3 DLE dio valores IC50 de
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0.205pg/ml contra OSM de humano y 0.07u4g/ml contra OSM de

clnomoigo.

En conclusidon, anticuerpo sltlo 11 OSM anti-humano 10D3 se ha

humanizado exitosamente y muestra potencia equivalente a aquella

del anticuerpo de murino de origen.

Materiales

Sistema de Aislamiento de ARN Total SV: Promega Z3100
Sistema Access RT-PCR System: Promega A1250

Kit de Extraccion de Gel QlAquick: Qiagen 28704
Solucién de carga de gel: Sigma G7654

Agarosa: Invitrogen 15510-019

Bromuro de etidio: Sigma E1510

Regulador TAE: en casa

Escala de ADN 100bp: New England BioLabs N3231S
Kit de clonacién TA: Invitrogen 45-0046

Céluias TOP10P: Invitrogen 44-0300

L-agar + 100xg/ml ampicilina: en casa

X-Gal, 50mg/ml en DMF: Promega V394A

AmpliTaq ADN Polimerasa: Applled Biosystems

10x regulador PCR: Applied Blosystems

E-Gel 1.2% agarosa: Invitrogen G501801

medio LB + 100uzg/ml amplcilina: en casa

kit QlAprep Spin Miniprep kit: Qiagen 27106

kit de purificacion MinElute PCR Purification: Qiagen
NERegulador2 10x conc: New Engliand Biolabs B7002S

28004
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BSA Purificado 100x conc: New England Blolabs B9001S

BsiW |I: New England Biolabs RO553L

Hind lli: Promega RB04A

Spe I: New England Biolabs R0133S

Sistema de Ligacién de ADN rapido LigaFast: Promega M8225
Células quimicamente competentes DH5a Eficiencia MAX: Invitrogen
18258-012 medio SOC: en casa

KIT QlAfilter Plasmid Maxi: Qiagen 12283

MEM de Dulbecco con Glutamax-1: Invitrogen 31966-021

Optimem 1 con Glutamax-1: Invitrogen 51985-026

Reactivo de Transfeccién TransFast: Promega E2431

1 ml HiTrap rProteina A Sepharosa FF: Amersham Biosciences 17-
5079-01

PBS de Dulbecco: Sigma D8537

Regulador de Elucién de IgG ImmunoPure: Pierce 21009

1M Trizma-HCI pH8.0: Sigma T2694

Polimerasa ADN ProofStart: Qlagen 1016816

Regulador PCR ProofStart: Qlagen 1016961

Elemplo 8. ELISA de Inhibicién gp130

OSM se une secuencialmente a gp130 y ya sea el receptor
OSM o receptor LIF. El ansayo descrito abajo permite la medicion de
OSM (por ejemplo, hOSM) unido a gp130 en una placa ELISA.
Ademas, el ensayo permite la mediclén de inhibicion de OSM uni6n

al receptor gp130 por anticuerpos originados contra OSM sitio II.
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8.1 _Materiales

1.

o k> w b

10.

Nunc Inmunoplaca 1 F98 Maxisorp (Life Technologles, 4-
39454A)

gp130-Fc Humano 1004g/ml (R&D Systems, 671-GP-100)
PBS

BSA (Sigma A7T030)

OSM recombinante de humano 10ug/ml (R&D Systems, no
glicosilado)

OSM anti humano biotinilado 50ug/ml (R&D Systems,
BAF295)

Streptavidin HRP (Amersham RPN4401)
3,3'5,5'-tetrametileno benzidina (TMB) (Sigma)

Acido sulfarico

Tween 20 (Sigma P7949)

8.2 Preparaclén de reactivos

1.

Preparacién de placas: Diluir el gp130-Fc de humano con 1
ug/ml en PBS. Agregar 50u!/cavidad, cubrir e incubar

durante ia noche a 4°C.

2. Regulador de enjuague: a 1 L PBS agregar 500l Tween 20
(0.05%).
3. Regulador de bloqueo: a 500ml PBS agregar 5g BSA (1 %).
8.3 Msétodo

1.

Enjuagar la placa utillzando el procedomiento de enjuague

de placa estandar y secar tapa.
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Agregar 200ul/cavidad regulador de bloqueo e incubar por 1
hora a RT.

Enjuagar como en la etapa 1.

Agregar 50ul/cavidad estdndar OSM o muestra. Cubrir y
agitar por 2 horas a RT. (OSM se diluye a 100, 50, 25, 12.5,
6.25, 3.125, 1,563 y 0 ng/ml en regulador de bloqueo o
medio de cultivo de tejido dependiendo de la muestra).
Enjuagar como en la etapa 1.

Agregar 50ul/cavidad OSM antli humano biotinilado diluido
con 30ng/ml en regulador de bloqueo. Cubrir y agitar por 1
hora a RT.

Enjuagar como en etapa 1.

Agregar 50ul/cavidad streptavidin HRPdiluida 1/4000 para
bloquer el regulador. Cubrir y agitar por 30 min, a RT.
Enjuagar como en etapa 1.

Agregar 100ul/cavidad substrato TMB. Cubrir y agitar por 30
minutos a temperatura ambiente.

Agregar 50ul/cavidad 1M H,S0O,.

Leer OD 450,m.

8.4 Uso de ensayo para anélisis de Inhlbicién mediada por

rpo de unié 130-O0SM
1) Mezclar 25 ng/m! OSM con varias concentraciones da
anticuerpo anti-OSM o varias diluciones de antisueros

conteniendo anticuerpos OSM. Incubar por 1 hr a RT.

@°



10

15

140

2) Agregar 50ul/ cavidad de la mezcla de anticuerpo-OSM
a una placa de 96 cavidades conteniendo gp130 unido,
preparado como arriba.

3) Proceder con el ensayo como se describe arriba.

9. Ensayo KB

Introducclén

Células KB (una estirpe de célula epitelial humano) expresan
mARN para gp130 junto con receptores LIF y OSM (Mosley, J. Biol
Chem., 271 (50) 32635- 32843). Tanto OSM como LIF inducen la
liberaciéon de IL-6 de células KB. Esta estirpe de célula se ha
utilizado para identificar anticuerpos monoclionales modulando la

interaccidon entre OSM y gp130.

9.1 Método

Las células KB se obtienen de ECACC (No. de Acceso
94050408) y mantienan en DMEM + 10% FCS Inactivado por calor,
complementado con glutamina ("medio KB "). Las células se
desarrollan como una monocapa y se dividen dos veces por semana.
El medio de disociacién de célula no enziméatica Sigma o Versene se
utiliza para separar las células.

1. Agregar 2x10* células/ 100ul/ cavidad/ placa de 96

cavidades @ incubar durante la noche (37°C, 5% CO.,).
2. Elaborar los estandares OSM en medio de cultivo.

3. Elaborar 1ng/ml OSM + anticuerpo / diluciones de suero

\)
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Incubar por 1h a RT.
4, Remover cuidadosamente medios de la placa de célula KB
y agregar estandares OSM y mezclas de OSM-anticuerpo.
5. Incubar por ~16-18h a 37°C.
6. Remover el medio de cultlvo y ensayar por |L-6.
Nota:
« Medio de cultivo puede mantenerse congelado hasta
que esta listo para anélisis.
« Maedio de cultivo debe diluirse —20 veces para ensayo.
« En selecclén de hibridomas, la proporcién de! medio
de clonacién a medio KB debe ser constante, y los
estandares OSM deben hacerse en esta mezcla.
« Estimulaciéon de células KB con —100 ng/ml OSM da
sallda IL-6 maxima, pero 1 ng/ml es suficiente para

actividad neutralizante de anticuerpo.

10. Ensayo de Competiclén

Este ensayo permite la mediciébn de inhibicion de unién del
anticuerpo humanizado teniendo una cadena pesada de SEQ.|I.D.NO:
11 y una cadena ligera teniendo una cadena ligera de SEQ.I.D.NO:
12 (para el propdsito de aste ejemplo denotado como 15E10-B3L2) a
hOSM glicosilado soluble por un anticuerpo no humano candidato
que se une especificamente a Sitio Il de hOSM. llustracién
esquemaética del ensayo de este ejemplo se establece en FIG. 20.

La placa se reviste con anticuerpo monoclonal anti-sitio I
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(referido en la presente como OM4-11.31).

Para la curva estandar: 15E10-B3L2 purificado aestandar
seriaimente diluldo de 1ug/ml se incuba con OSM gumano glicosilado
soluble a 50 ng/ml.

El antilcuerpo se une a OSM a través del sitlo Il y el complejo
se captura en la placa por el anticuerpo primarlo sitio Ill.

Para el ensayo de compresion: el anticuerpo candidato
serialmente diluido de 1 pg/ml se Incua con OSM humano glicosilado
soluble a 50ng/ml y 1SE10-B3L2 a 150ng/mi.

La presencla de 15E10-B3L2 compuesto se detecta por un

antlcuerpo secundario de cadena gamma anti-humano.

Método:

1 Revestimiento
Una Inmunoplaca Maxisorp Nunc se reviste con 50 pl por
cavidad de antlcuerpo sitio Ill OSM anti-humano (OM4-11.31, en
casa) a 4 pg/ml en PBS. La placa se Incuba durante la noche a 4°C.
2 Bloqueo.
La placa se enjuaga 3 veces con PBS + 0.05% Tween (PBST).
100 pl de 1% BSA (Sigma A7030) en PBS se agrega a cada cavidad.
La placa se incuba a temperatura ambiente por 2h con
agitacion.
3 Pre-incubacién
Estandar 15E10B3L2:

Una solucidon de anticuerpo 15E10-B3L2 a 1 pg/mi en 50 ng/mi
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OSM de humano en regulador de bloqueo se prepara y 67 pl se
agregan a 2 cavidades en fila A de una placa de 96 cavidades no
absorbente. EI anticuerpo se diluye serialmente 1:3 en 50 ul de 50
ng/ml de OSM humano en regulador de bloque de fila B a G.
Anticuerpo competente:

Una solucidon de anticuerpo competente a 1 pg/ml en 150 ng/mi
15E10-B3L2+50ng/ml hOSM en regulador de bloque se prepara y
100pl se agregan a 2 cavidades en fila A de una placa de 96
cavidades absorbente. EI anticuerpo se diluye serialmente 1:1 en
50ul de 150 ng/ml 15E10-B3L2+50 ng/m! OSM humano en regulador
de bloque de fila B a G. Dos cavidades se Incuban con diluyente si
anticuerpo competente.

La placa de pre-incubacién se Incuba a temperatura ambiente
por 1h bajo condiciones estaticas.

4 Incubacién

La placa revestida se enjuaga 3 veces con PBST.

45 de cada estiandar y muestra se transfiere de ta placa de
preincubacién a cavidades aquivalentes en la placa revestida. PBS
se agrega a cavidades vaclas.

La placa se incuba a temperatura ambiente por 2h bajo
agitaclon.

5 Anticuerpo Secundario
L.a placa se enjuaga 3 veces con PBST.
50 ul de peroxidasa de cadena y anti-humano de cabra (Sigma

AB8029) diluido 2000 veces en regulador de bloque se agrega a cada

@t
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cavidad.

La placa se incuba a temperatura ambiente por 1h bajo
agitacion.
6 Substrato

La placa se enjuaga 3 veces con PBST.

Substrato OPD (Sigma P9187) se prepara en agua de acuerdo
a las instrucclones del fabricante.

50 ul se agrega a cada cavidad.

La placa se incuba a temperatura ambiente.

7 Detencion

Una vez que la coloracion se ha desarrollado lo suficiente, la
reaccién cromogénica se detiene por la adicion de 10 ul de 3M
H2SO, por cavidad.

La placa se lee en 480 nm en un lector de placa utilizado
cavidades vacias como 0 absorbencia.

La curva estdndar de absorbencila a 480nm contra
concentracion 15E10 se diagrama.

Concentracién 15E10 complejada en las muestras conteniendo
anticuerpo competente se lee fuera de la curva estandar % inhibicidn
se calcula como:

100-[(15E10 conc en muestra en ng/ml + 150 ng/mi)x100].

La curva de % Inhibicidn contra concentracidén de anticuerpo
competente se diagrama y el % de inhibicibn de 15E10 a
equimolaridad de anticuerpo competente (150ng/ml de anticuarpo

competente) se lee fuera de la curva.
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Elemplo 1: mg anticuerpo com n
Anticuerpo E9 clon 10D3 de Murino a 267 ug/ml (reserva) se
utlliza como el competidor de 15E10. 10D3 tiene CDRs de cadena

pesada y ligera como se establece en la Tabla A anterior.

Resultados:

10D3 (pg/mi) 13E10 acomplejado % de Inhibiclén
{pg/mi) _

1 0.019 87.3

0.6 0.020 80.7
0.25 0.044 70.7
0.126 0.062 58.7
0.082 0.002 38.7
0.031 0.132 12.0
0.016 0.146 2.7

% de Inhibicién de 15E10 por el competidor 10D3 en equimolaridad
(0.15 ug/ml): 62.3%. Véase Fig. 21.

] 11 — Identificacién de a s que unen OS8 n

specificos para el Sitio Il o Sitio lll OSM

Para la funcién bioldégica, OSM tiene que interactuar tanto con
gp130 como LIFR o OSMRf. La interaccion Iniclal de OSM con gp130
incluye OSM sitio 1l, mientras que la interaccién de OSM con al OSMRp
o LIFR se presenta por medio del sitio Ill. Prosigue que los anticuerpos
que tienen como objetivo cualquiera de las secuencias de OSM de sitio
Il o sitio lll, o epltopos lo suficlentemente cercanos a estos sitioe de tal
forma que la unién de anticuerpo podria obstaculizar estos sitios, podria
neutralizar | a actividad de OSM.

Un ensayo para medirla union OSM-gp130 se establece en el

Ejempio 8. Una curva estédndar tipica (a 1 p/mi, gp130) se estabiece en
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la Fig. 22.

Al camblar las condiciones del ensayo (a 4 pg/ml), la senslbilidad
podria mejorarse mayormente segun se ilustra en la Fig. 22b.

Ademas, a pesar de que la informacion anterior se gener6
utilizando OSM no glicosilado, OSM glicosilado también se une a gp130
en este ensayo. Véase Fig. 22c.

Un anticuerpo anti-OSM neutralizante comercialmente disponible
(Mab 295, R&D Systems) se utilizd en este ensayo para ver si este
podria bloquear la interaccion de OSM-gp130. Sorprendentemente, éste
potencio la sefial de OSM, seguin se ilustra en la Fig. 23.

Cuando Mab 295 (30 pg/ml) se agrega a OSM aproximadamente
dobla la lectura de OD del ELISA en comparacién con OSM solo para las
concentraciones de OSM >10 ng/ml. S| gp130 se omite de la placa,
entonces la sefal generada por OSM + Mab295 se reduce al anterior.
Los inventores postulan la siguiente interpretacién; Mab285 no se une a
o bloquea OSM sitio Il. En concentraciones bajas en OSM, las
moléculas de anticuerpo de MAB295 solamente unen una OSM, que sin
embargo, se encuentra libre también de unirse a gp130, ya que el sitio Il
se encuentra disponible. En concentraciones mas altas, las moléculas
de anticuerpo unen dos moléculas OSM, cualquiera de las cuales se

encuentra disponible para unirse a gp130, de esta manera dando

 posiblemente 2 moléculas OSM unidas para cada molécula gp130, una

unidn directamente a gp130, y la otra congelada como una consecuencia
de la naturaleza bivalente del anticuerpo. Se anticipa que cualquier

anticuerpo OSM de no sitio |l podria tener este efecto, pero ya que
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Mab295 es un anticuerpo neutralizante (véase Fig. 24), debe unirse a, o
bloquear la OSM sitio Ill. De esta manera, el uso del ensayo ELISA
OSM gp130 del Ejemplo 8 y el ensayo de célula KB del ejemplo 9
permite la identificacibn de anticuerpos OSM neutralizantes como
aspecificos de sitio Il o sitio Ill. Mas particularmente, un anticuerpo de
Sitio Ill neutralizard OSM en el ensayo KB pero no neutralizara la unién
OSM-gp130 en el ensayo ELISA. Un anticuerpo de Sitio Il neutralizaré
OSM tanto en el ensayo ELISA como KB.

El ensayo ELISA OSM gp130 se utilizd como una pantalla de
hibridoma primaria para detectar los anticuerpos generados en el
Ejemplo 1 que inhibleron la interaccién de gp130-OSM. Ademas, los
hibridomas también se seleccionaron para la detecclién de la actividad
de unién de OSM. Los sobrenadantes de hibridoma mostrando la unién
alta en OSM, pero que no inhibleron la unién OSM-gp130 en el ensayo
ELISA del Ejemplo 8 se probaron en el ensayo de célula KB del Ejemplo
9 para la neutralizacion OSM. Esto identificé un nitmero de anticuerpos
OSM especlficos de sitio Ill. Un tal anticuerpo se rafiara como OM4-
11.31.

Cuando los anticuerpos especificos OSM de sitio 11l se utilizaron
en el ELISA gp130-OSM, aumentaron mayormente la sefial OSM sagun
se muestra en la Fig. 25.

El anticuerpo de sitio I, 1B5 (1ug/ml) completamente Inhibe la
unién OSM-gp130. Sin embargo, el anticuerpo OSM de sitio 1), OMR-
11.3.1 origina una potenclacién dependiente de dosis difasica de la

unién de OSM. En la concentracién més alta OM4-11.3.1 utllizada la
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seflal es aproximadamente lo doble de la sefial (nica de OSM, pero a
medida que las concentraciones de anticuerpo se reducen, la sefal
aumenta, presuntamente como un resultado de la formacién de
complejos de anticuerpo-OSM que pueden unirse a gp130, hasta que se
alcanza un valor maximo. EIl IgG de control de isotipo para OM4-11.31
no tuvo efecto en la unién de OSM-gp130. La Fig. 25 demuestra la gran
soensibilidad de este ELISA en la discriminacién de los anticuerpos
especificos de sitio Il vs. no sitio 1l, ya que el formador inhibe, pero el

Gitimo mejora la unién de OSM.

Elemplo 11.1 — Efecto de los anticuerpos antl-OSM especificos de
Sitio 1l y Sitio lll en ensayo ELISA OSM-gp130

Cuando los anticuerpos especificos OSM de sitio Il y sitio 111 se
mezclan juntos, los anticuerpos sitio Il tienen un efecto dominante en el
ELISA OSM gp130 del ejemplo 8, segin se muestra en la Fig. 26.

La sefial Gnica OSM se mejora mayormente por el anticuerpo OSM
especlifico de sitio 11l OM4-11.17. Mientras que esta mejora no se afecta
por la adicléon de un IgG de control, la adicién del anticuerpo OSM
especifico de sitlo Ii, OM4-5.3, mayormente reduce la seflal. Se cree
que la seflal detectable pequefia en la columna extrema derecha de la
Fig. 26 se debe al tiempo de incubacién sub-6ptimo para el compiejo
OSM Sitlo lll y mAb sitio Il antes de la adiciéon a la placa gp130.

El ELISA OSM gp130 permite el monitoreo de la emergencia de los
anticuerpos OSM especificos de sitio Il en antisuero de ratones

inmunizados con OSM humano (véase ejemplo 1), segin se ilustra en la
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Fig. 27a, 27b y 27c¢.

Después del primer empuje, 8se generaron anticuerpos
predominantemente no sitio Il, pero los anticuerpos especificos de sitio
Il comenzaron a emerger despuds del segundo empuje, y después del
tercer empuje, la dominancia de los anticuerpos de sitio 1l se observa

claramente en las concentracionas de suero mas altas.

M para la neutralizaclén de OS

Ya que el sitlo Il y sitio 1l de OSM son esenciales para la funcién
de OSM, una combinacién de anticuerpos que tienen como objetivo
ambos sitios pueden operar sinergisticamente en la neutralizacién de
OSM. EIl sitio Ill de OSM se utlliza no solamente para la interaccién con
OSMRp y LIFR sino también en la unién de una segunda molécula OSM
a gp130 y esto podria contribuir a la potencia aumentada por los
anticuerpos especificos de sitio 1ll, en comparacion con aquellos contra
el sitlo Il.

La Figura 28a y 28b ilustra el ensayo KB en el cual la combinacion
de un anticuerpo especlfico de sitio Il y especifico de sitio I1ll aumenta
mayormente la potencia de la neutralizacién de OSM cuando se compara
con cualquier antlcuerpo solo.

Las concentraciones de los anticuerpos utilizados en las

combinaciones se muestran en !a tabla de abajo.
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[1TH100] [TSE10 hum]

_ngimi ngiml

20 120

7 40
2.2 13.3
0.7 4.4

0.3 1.5
0.082 0.5
0.027 0.166
0.0091 0.66

Una comparacidn de los anticuerpos especlficos de sitio 1l y sitio
Il més activos mostré que los Ultimos fueron més potentes en la
neutralizaclén de OSM. 8in embargo, la reactividad cruzada de los
anticuerpos de sitio Il y sitlo Il con OSM de otra especie se encontrd
que era diferente, ya que todos los anticuerpos de sitlo |l potentes
neutralizaron OSM de mono cinoméigo (en ensayos de célula KB y
ELISA OSM gp130), mientras que los anticuerpos de sitio Il no
(solamente en el ensayo KB).

El bloqueo de la interacclén de OSM tanto con gp130 como
OSMRpB o LIFR presuntamente se encuentra debajo de los efectos
sinerglsticos de los anticuerpos de sitio |l y sitio Ill en la nautralizacién
de OSM. Sin embargo, también es posible que la unién de un
anticuerpo podria facilitar la unlén de otro anticuerpo dirigido an un sitio

diferente.

Ejemplo 11.3 - Optimizaclén de la neutrallzaclén de OSM_ por
combinaclén de los anticuerpos OSM especificos de sitio Il y gitio 1li

Ya que la combinacién de los anticuerpos OSM de sitio Il y sitio 11l

mayormente aumenté la potencia de neutralizacién, puede contemplarse



10

15

20

25

151

una estrategla para el desarrollo de concentraciones 6ptimas, en base a
las afinidades de unién de los diferentes anticuerpos. EI ejemplo 11.3
es tedrico.

Inicialmente la afinldad de los anticuerpos especlficos de sitio II. y
sitio Ill para OSM, previamente unidos por los anticuerpos especificos
de sitio 1l o sitio Ill respectlvamente, podrla medirse utilizando la
tecnologla de resonancla de plasmén. Si las constantes de unién (Kd)
son significativamente diferentes de la unién de los anticuerpos Gnicos a
OSM, entonces se estd presentando una interaccién cooperativa en la
unién de anticuerpos de sitio Il y sitio lll.

En base a los datos de estos estudios de uniéon de anticuerpos, las
concentracilones de los anticuerpos de sitio Il y sitio Ill podrian
prepararse variando de 10 veces mas que los valores Kd a 10 veces
menos que la Kd, utilizando lo doble de diluciones. Ademas, las
combinaclones de ambos anticuerpos podrian prepararse de tal forma
que cada concentracién del anticuerpo de sitio Il se combina con cada
concentracidon de anticuaerpo de sitio Ill; permitiendo la exploracién de la
unién igual de los antlcuerpos de sitio Il o sltlo Il a OSM, y la
dominancla en la unién de anticuerpo de sitlo Il y sitio Ill. Todas las
diluciones y combinaciones de anticuerpo podrian probarse para la
neutralizaclon de OSM en un ensayo de célula KB. Los datos de este
ensayo podrian permitir la seleccién de la combinacién de anticuerpo

que fue méas potente en la neutralizacion de OSM.
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ElJemplo 12 - Habllid ] anticuerpo es iflco de OSM de antl

sinoviales RA

Previamente, hemos mostrado que los anticuerpos de OSM

especificos de sitio Il y sitio |lIl pueden inhibir ia estimulacién de OSM
de las células KB. Sin embargo, estas células son epiteliales, se
transforman y pueden no ser representativos de las células encontradas
en ol sinovio reumatoide. Por lo tanto, investigamos la eficacia de los
anticuerpos de OSM especificos de sitio Il para inhibir la estimulacién
de OSM de los fibroblastos sinoviales RA.

Los fibroblastoa se cultivaron en placas de 96 cavidades a 2 x 10*
células/cavidad y se cultivaron en 10% de FCS en DMEM hasta casi
confluente, reemplazando el medio 3 veces a la semana. E| medio de
cultivo se cambié asi al medio de cultivo fresco conteniendo, ya sea no
OSM, 1 ng/ml de OSM, o 1 ng/ml OSM que se habla pre-incubado por 1
h con varias concentraciones de anticuerpo anti-OSM en el medio.
Después de 48 h, los sobrenadantes de cuitivo se removieron y se
almacenaron a -20°C hasta el analisis de las concentraciones IL-6 por
ELISA.

La Figura 29 ilustra los datos representativos de las 4 cepas de
fibroblasto sinovial RA. E! anticuerpo de OSM origind la inhibicién
completa de secrecién IL-6 estimulada por OSM, a pesar de que la
potencla del anticuerpo mostré alguna varlacién entre las diferentes

cepas.
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Ejemplo 13 — Efecto de laclén de OSM en Ja potencl la
neutralizacién por anticuerpos anti-OSM

Los anticuerpos anti-OSM se elevaron al inmunizar los ratones con
OSM no glicosilado utilizando los métodos previamente descritos. La
selecciéon de estos anticuerpos condujo a la identificacidon de un
antlicuerpo neutralizante potente (OM4-5.3) que interfirid con la unién
OSM de gp 130, segin se muestra en la Fig. 30.

Se anticipé que OM5-5.3 podria tener potencia similar contra OSM
glicosilado (célula CHO glicosilada). Sin embargo, cuando se midid la
habilidad de un sub-clon de este anticuerpo (OM4-5.3.1) para inhibir la
unién de OSM glicosilado (hOMS glicosilado por una célula CHO) a
gp130, se observé una pérdida de potencia marcada, segin se muestra
en la Flg. 31a. Ademas ésta pérdida de potencia contra OSM glicosllado
en comparacion con OSM no glicosilado también se observd en otros
anticuerpos especificos de sitio Il derivados de la inmunizacién de un
ratén con OSM no glicosilado segln se muestra en la Fig. 31b.

Ademds, los anticuarpos de sitio Il derivados de las inmunizacién
con OSM no glicosllado también mostraron un aproximado 10 veces de
reduccién de potencia contra OSM glicosilado en comparacién con OSM

no glicosilado en un ensayo de célula KB — véase Tabla 1 de abajo.

Tabla 1
Anticuerpo OS8M no glic. OSM glic.
_ IC50 ng/ml IC80 ng/ml
OM4-11.17 4.1 45.6
OMR-11.31 7.7 80.8

Ya que la inmunizacién con OSM no glicosilado dio como resultado
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los anticuerpos que fuaron mas potentes contra OSM no glicosilado en
lugar de la forma glicosilada, consideramos que la inmunizacién con
OSM glicosilado puede producir anticuerpos de potencia mas alta contra
esta forma de OSM. Esto a su vez produjo ser el caso. Las Figuras 32a
y 32b llustran la actividad contra OSM glicosilado y no glicosilado en el
ELISA OSM gp130 de dos anticuerpos de OSM especificos de sitlo ||
(15E10 y 5H2) derivados de la inmunizacién de OSM glicosilado.

mplo 14 — Correlacién niveles de OSM fluido sinovlal
suero en paclentes RA

Uno de los mayores sitios de produccion de OSM en pacientes RA
se encuentra en las articulaciones artriticas, ya que los niveles altos en
OSM pueden medirse en fluido sinovial. En contraste, los niveles de
suero OSM en paclentes RA son muy bajos, y solamente ha sido posible
medir estos exactamente con el desarrollo de un ELISA de alta
sensibilidad segiin se describe en el ejemplo 16 de abajo. Investigamos
la posible relacién antre las concentraciones de OSM en articulaciones
artriticas y la circulacién al medir las muestras de suero y fluido sinovial
en par de los pacientes RA.

Los niveles de OSM en sueros y fluidos sinoviales segin se mide
por el ensayo ELISA establecido abajo (captura de anticuerpo OM4-
11.31 de OSM) se muestran en la tabla de abajo, y la Figura 33 ilustra la
relacién entre las dos mediciones. Las muestras se congelaron
siguiendo el muestreo y se descongelaron justo antes de estas

mediciones. El coeficlente de correlacién para estos dos parametros,

05
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soeguin se determina por la regresién lineal es 0.9447,

Paclente Suero [OSW] “8F JOSM]
pgiml pg/mli
1 9.8 43.24_
_ 2 13.7 101.445_
3 0 0_
4 88.56_ 307
5 22.684 142.12
8 18 147.4
7 13 8.2
8 13.8 26.88
) 10.68 14.78
10 13.8 15.06

La buena correlacién entre los niveles de OSM de sueros y SF
sugiere que los sitlos de produccion de OSM diferentes a las
articulaciones artriticas tlenen relativamente poca Influencla en los
niveles de OSM circulantes, o que estos sitios modulan la produccidn de
OSM en manera que se correlaciona con la produccién en la
articulacion. En cualquier caso, los inventores especulan que la
correlacion puede permitir la prediccién de los niveles de OSM de
articulacién de la mediciobn de OSM de suero y podrian encontrar la
utilidad en la fijacién de dosis de un anticuerpo de OSM neutralizante

para el tratamiento de pacientes RA.

EJemplo 15 - Me SM en fluido ginovial {SF) vy suer l
paclentes OA

Ya que la degradaciéon de cartllago es una caracteristica de
osteocartritis y OSM, particularmente en sinergia con IL-1 y otras
citoquinas pueden inducir a la ruptura del cartilago, medimos los niveles
de OSM en los fluidos sinoviales y sueros de pacientes OA.

Las células se removieron de I|as muestras de SF por
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centrifugacion. Los sobrenadantes se trataron por 1 h con 0.1 U/m de
hlaluronidasa (Fluka, 53725) por 1 ha a temperatura ambiente después
de lo cual se centrifugaron a 4000 rpm por 10 minutos. Los
sobrenadantes se removieron, se dividieron en allcuotas y se
almacenaron a -80°C hasta el anélisis.

Las concentraciones de OSM en OA SFs se analizaron utilizando
ol ensayo ELISA del Ejemplo 16 en dos experimentos mostrados en la
Figura 34a y b y 35.

A pesar de que 13 de los 46 OA SFs no tenlan OSM detaectable,
varios contuvieron OSM a niveles relativamente altos (>200 pg/ml) y las

concantraciones de OSM de >1000 pg/ml se detectaron en tres

muestras.
EJemplo 15.1 — Concentraciones OSM en sueros OA

Las concentraciones altas de OSM en fluldo sinovial OA fueron
sorprendentes, ya que los reportes previos sugieren que los niveles de
OSM en fluido sinovial OA tienden a ser Iinferiores que RA SF (véase
Manicourt DH et al. (2000) Artritis Rheum. 43(2):281-88). También
medimos ios nivelas de OSM en sueros de pacientes OA en un ensayo
clinico en varios diferentes puntos de tiempo durante un perlodo de 12
meses utilizando el ensayo ELISA del ejemplo 16 de abajo. La Figura
36 ilustra que las concentraciones de OSM de suero fueron ya sea bajas
o no detectables en estos pacientes. Sin embargo, se hizo la no
correlacion entre los niveles OSM en sueros y el fluido sinovial en

pacientes OA a medidas que las muestras no se emparejaron,
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biolégicas a bajas concentraclones

Hemos desarroilado un ELISA sensible para la medicién de OSM

en muestras biolégicas utllizando el anticuerpo de captura especlfico de

OSM de sitio 1ll OM4-11.31. Este ELISA permite la deteccién de OSM

debajo de <2 pg/ml segin se muestra en la Figura 37 y se ha utilizado

para el andlisis de las muestras de suero y fluido sinovial.

El protocolo para utilizar este ELISA con muestras de suero de

fluidos sinoviales se da abajo.

Protocolo ELISA de OSM
MATERIALES Y REACTIVOS

11.

12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.

21.

Nunc Inmmunoplate F96 maxisorp {(Life Technologies 4-
39454A)

OSM anti-humano monoclonal OSM (OM4-11.31 GSK)

hOSM glicosilado @ 420 ug/ml (célula CHO glicosilada)

50 pg/ml de OSM anti-humano de cabra biotintada (R&D
Systems BAF285)

HRP Streptavidina {Amersham RPN4401)

PBS (SIGMA D8537 1L)

BSA (SIGMA A7888 500g)

0.5% de Solucidn roja de fenol (SIGMA P0290 100 ml)

TMB (SIGMA T-8665 1L)

Control de suero macho normal AB agrupado (SIGMA H4522)
Grupo #043K0500

Acido Sulfirico @ 1M

08
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22. Tabletas PBS (SIGMA P4417 100 tabs.)
23. Tween 20 (Sigma P7949)
24. Selladores de placa
PREPARACION DE REACTIVOS
Preparacién de placas- diluir el OSM anti-humano monoclonal a 4
ug/ml en PBS.
Agregar 50 pul/cavidad, cubrir con banda de sellado e incubar
durante la noche a 4°C.
Regulador de Lavado- a 5L de agua desmineralizada agregar 25
tabletas PBS + 2.5 ml de Tween 20 (0.05%).
Regul -
A 500 ml de PBS agregar 10 g de BSA (2%).
(agregar 800 ul de fenol rojo, y 5M de NaOH hasta que el pH es neutral).
Control de suero de sangre AB
Girar los 100 ml en centrifuga Sorvall @ 16K, 30 mins (utilizé
tubos 4xOakridge balanceados a 0.02 g).
Pasar el sobrenadante a través de la gasa estéril (todavia nublado
pero no particulados).
Alicuotar y congelar.
En el dia del ensayo, descongelar el suero AB, microfugar 13K por
5 min, y diluir 154 en PBS.
(El suero sera opaco pero es flno de utilizar).

Preparacién de Estandares

Para el andlisis de suero elaborar los estidndares en suero AB

diluido 14 PBS. .
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Para el analisis de SFs elaboran los estdandares en 1% de BSA en
PBS.
S| se desea sensibilidad méxima:
Utilizar estandares a 112, 56, 28, 14, 7, 3.5, 1.75 y 0 pg/ml de
OSM.
METODO
5. Lavar la placa 4x con regulador de lavado y cubrir en seco.
6. Agregar 200 ul/cavidad de regulador de bloqueo, sellar placa y
agitar 2 hrs. @ TA, o estético durante la noche @+4.
7. Lavar como en la etapa 1.
8. Agregar 50 pul/cavidad de estdndar o muestra. Cubrir y agitar 2
hrs. a temperatura ambients.
(El estandar se diluye en 25% de suero AB agrupado si las
muestras de suero son para anallzarse).
5. Lavar como en la etapa 1.
6. Agregar 50 pl/cavidad de OSM anti-humano biotintado diluido a
50 ng/ml an regulador de bloqueo con 1% de suero de cabra.
Cubrir y agitar 1 hora a temperatura ambiente.
7. Lavar como en la etapa 1.
8. Agregar 50 pl/cavidad de streptavidina HRP 1/4000 en
regulador de bloqueo. Cubrir y agitar 30 mins. a TA.
9. Lavar como en la etapa 1. -
10. Agregar 100 ul de sustrato TMB. Cubrir y agitar 40 mins. @ TA
11. Para detener el ensayo agregar 50 pl/cavidad 1M de H.SO,.

12. Leer inmediatamente @ 450 nm después de agitar la placa.
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo terapéutico que une especificamente OSM,
particularmente hOSM, y modula |a Interacciéon entre OSM y gp130.
2. El anticuerpo segln la reivindicacion 1 que comprende un
5 CDRH3 de SEQ.I.D.NO: 3.
3. El anticuerpo segin la reivindicacion 2 que ademas
comprende;
CDRH1 de SEQ.|.D.NO: 1
CDRH2 de SEQ.1.D.NO: 2
10 CDRL1 de SEQ.I.D.NO: 4
CDRL2 de SEQ.I.D.NO: §
CDRL3 de SEQ.I.D.NO: 6.
4. El anticuerpo segln la relvindicacion 1 que comprende un
CDRH3 de SEQ.I.D.NO:42.
15 5. El anticuerpo segin la reivindicacion 4 comprendiendo
ademas;
CDRH1 de SEQ.I.D.NO: 40
CDRH2 de SEQ.I.D.NO: 41
CDRL1 de SEQ.I.D.NO: 43
20 CDRL2 de SEQ.I.D.NO: 44
CDRL3 de SEQ.I.D.NO: 45.
6. El anticuerpo segln cualqulera de las reivindicaciones 1 a
5, caracterizado porque el anticuerpo se selecclona del grupo que

comprende; intacto, quimérico, humanizado, biespeclifico,

25 heteroconjugado.
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7. El anticuerpo segdn la reivindicacién 6, caracterizado
porque el anticuerpo es un anticuerpo intacto.

8. El anticuerpo segun la relvindicacién 7, caracterizado
porque el anticuerpo intacto es murino, rata, conejo, primate o
humano.

9. El anticuerpo segun la reivindicacién 8, caracterizado
porque el anticuerpo intacto es humano.

10. EI anticuerpo segun la reivindicacién 6, caracterizado
porque el anticuerpo es quimérico o humanizado.

11. EIl antlcuerpo seglin la reivindicacién 8, caracterizado
porque el anticuerpo es humanizado.

12. Un anticuerpo humanizado seg(n la reivindicacidon 2,
caracterizado porque los residuos 28, 29, 30, 71 y 94 de la region de
estructura de cadena pesada variable de! aceptor humano y las
posiciones 49 y 71 de la estructura de cadena ligera variable del
aceptor humano se substituyen por los residuos correspondientes en
la estructura de anticuerpo donor del cual se deriva CODRH3.

13. EIl anticuerpo segin la reivindicaclon 12, caracterizado
porque la estructura de cadena pesada humana comprende los

siguientes residuos (o un substituto conservativo de 10s mismos):

Posicion Residuos
28 S
29 L
30 T
71 K
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94 K
y la cadena ligera humana comprende los siguientes residuos (o

substituto conservativo de los mismos)

Posicidn Residuos
49 E
71 Y

14. Un anticuerpo terapéutico humanizado que une
especificamente hOSM y modula la interaccién entre hOSM y gp130
comprendlendo un dominio V4 de SEQ.I.D.NO: 9 y un dominio V_ de
SEQ.1.D.NO: 10.

15. Un anticuerpo terapéutico humanizado que une
especlificamente hOSM y modula la interaccién entre hOSM y gp130
comprendiendo una cadena pesada de SEQ.I.D.NO: 11 y una cadena
ligera de SEQ.I.D.NO: 12.

16. Un anticuerpo terapéutico humanizado que wune
especificamente hOSM y modula la interaccién entre hOSM y gp130
comprendlendo un dominio V, de SEQ.I.D.NO: 48 y un dominio V_ de
SEQ.I.D.NO: 49.

17. Un anticuerpo terapéutico humanizado que une
especificamente hOSM y modula la Interacclién entre hOSM y gp130
comprendiendo una cadena pesada de SEQ.I.D.NO: 50 y una cadena
ligera de SEQ.I.D.NO: 51.

18. Un anticuerpo terapéutico segin cualquier reivindicacién
precedente comprendiendo ademés una regiéon constante de cadena

pesada humana seleccionada del grupo que comprende; IgA1, IgA2,
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igD, IgE, 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM.

19. Un anticuerpo terapéutico segin la reivindicacion 18,
caracterizado porque la regldn constante es de un isotipo IgG por
ejemplo, 1gG1 o IgG4.

20. Un anticuerpo terapéutico segdn la reivindicacién 19,
caracterizado porque la regién constante es IgG1.

21. Un anticuerpo terapéutico segin la reivindicacién 20,
caracterizado porque la regién constante se muta para volver al
anticuerpo no lltico.

22. El anticuerpo terapéutico segin cualquler relvindicaciéon
precedente, caracterizado porque dicho anticuerpo modula Ila
interaccion entre el Sitio Il de hOSM y gp130.

23. Un anticuerpo terapéutico segin la relivindicacion 22,
caracterizado porque dicho anticuerpo inhibe dicha interaccidn.

24. El| anticuerpo segun la relvindicacién 23, caracterizado
porque dicho anticuerpo bloquea dicha interaccitn.

25. Un fragmento de unién de antigeno del anticuerpo
terapéutico de cualquier relvindicacién precedente.

26. Un fragmento segln la reivindicacién 25, caracterizado
porque dicho fragmento se selecclona del grupo que comprende; Fab,
Fab', Fd, F(ab)a, ScFv.

27. Una composicion farmacéutica que comprende un
anticuerpo terapéutico o fragmento de unlén de antigeno del mismo
segln cualquier reivindicacién precedente.

28. Un método para tratar un paciente humano afligido con una
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enfermedad o desorden en respuesta a la modulacién de Ia
interaccion entre hOSM y gp130, dicho método comprendiendo [a
etapa de administrar a dicho paclente una cantidad terapéuticamente
efectiva de la composicién segin |a relvindicacion 27.

29. Un método para tratar un paciente humano afligido con un
desorden o enfermedad inflamatoria crénica dicho método
comprendiendo |la etapa de administrar a dicho paciente una cantidad
terapéuticamente efectiva de la composicién segln la reivindicaclon
27.

30. Un método para tratar un paciente humano afligido con un
desorden o enfermedad artritica dicho método comprendiendo Ila
etapa de administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente
efectiva de la composicién segln la reivindicacién 27.

31. Un método segun Ia relvindlcacién 30, caracterizado
porque dicho paclente esta afligido con artritis reumatoide y/o
osteoartritis.

32. Un método para tratar un paciente humano afligido con una
enfermedad inflamatoria de pulmén tal como asma o COPD, dicho
método comprendiendo la etapa de administrar a dicho paciente una
cantidad terapéuticamente efectiva de la composicion segin la
reivindicacion 27.

33. Un método para tratar un paciente humano afligido con
psoriasis, dicho método comprendiendo la etapa de administrar a
dicho paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de Ia

composicion segdn la relvindicacion 27.



10

15

20

25

165

34. Un método para tratar un paciente humano afligido con un
desorden o enfermedad cardiovascular tal como aterosclerosis tal
método comprendiendo la etapa de administrar a dicho paclente una
cantidad terapéuticamente eofectiva de la composicién seglin la
reivindicacién 27.

35. Un método para tratar un paciente humano afligido con
sarcoma Karposi tal método comprendiendo |la etapa de administrar a
dicho paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de Ila
composicién segan la reivindicacion 27.

36. Uso de un anticuerpo terapéutico o fragmento de unién de
antigeno segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26 en la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
de respuesta a la modulacion de la interaccién entre hOSM y gp130
tal como artritis reumatoide, osteoartritis, psoriasis, asma, COPD.

37. Un medicamento comprendiendo el anticuerpo terapéutico
o fragmento de uni6bn de antigeno segin cuaiquiera de las
reivindicaclones 1 a 20.

38. Un vector (por ejemplo, un plasmido) codificando la cadena
pesada y/o cadena ligera del anticuerpo terapéutico o fragmento de
unién de antigeno segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, el
cual comprende por ejamplo un polinucledtido segin cualquiera de las
reivindicaclones 39 a 46.

39. Un polinucledtido codificando el dominio V4 de
SEQ.I.D.NO: 9, donde dicho polinucleétido comprende (o consiste

esenclalmente de) SEQ.I.D.NO:17.
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40. Un polinucleétido codificando el dominio V. de
SEQ.I.D.NO: 10, en donde dicho polinucledtido comprende (o consiste
esencialmente de) SEQ.I.D.NO: 18.

41. Un polinucledtido que codifica la cadena pesada de
SEQ.I.D.NO: 11 , en donde dicho polinucleétido comprende (o
consiste esenclaimente de) SEQ.1.D.NO: 19.

42. Un polinucledétido que codifica la cadena ligera de
SEQ.I.D.NO: 12,en donde dicho polinuclettido comprende (o consiste
esencialmente de) SEQ.I.D.NO: 20.

43. Un polinucleétido que codiflca el dominlo V4, de
SEQ.I1.D.NO: 48, en donde dicho polinucleétido comprende (o consiste
esencialmente de) SEQ.1.D.NO:54.

44, Un polinucledtido que codiflca el dominio V. de
SEQ.I.D.NO: 49, en donde dicho polinucledtido comprende (o consiste
esencialmente de) SEQ.I.D.NO: 55.

45. Un polinuclebtido que codifica la cadena pesada de
SEQ.1.D.NO: 50, en donde dicho polinucleétido comprende (o consiste
esencialmente de) SEQ.I.D.NO: 56.

46. Un polinucleédtido que codiflca la cadena ligera de
SEQ.I.D.NO: 51, en donde dicho polinucleétido comprende (o consiste
esencialmente de) SEQ.I.D.NO: 57.

47. Una célula huésped recomblnante astablemente
transfectada o transformada que comprende el vector de Ia
relvindicaciéon 38.

48. Una célula huésped recombinante  establemente
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transformada o transfectada que comprende un primer vector que
comprende un polinucleétido de SEQ.I.D.NO: 17 y un segundo vector
que comprende un polinucledtido de SEQ.I.D.NO: 18.

49. Una célula huésped recombinante establemente
transformada o transfectada que comprende un primer vector que
comprende un polinucledtido de SEQ.1.D.NO: 19 y un segundo vector
que comprende un polinucleétido de SEQ.I.D.NO: 20.

50. Una célula huésped recombinante establemente
transformada o transfectada que comprende un primer vector que
comprende un polinucle6tido de SEQ.1.D.NO: 54 y un segundo vector
que comprende un polinucleétido de SEQ.I.D.NO: 55.

51. Una célula huésped recombinante astablemente
transformada o transfectada que comprende un primer vector que
comprende un polinucleétido de SEQ.1.D.NO: 568 y un segundo vector
que comprende un polinuclebdtido de SEQ.I.D.NO: 57.

52. La célula huésped segin cualquiera de las reivindicaclones
47 a 51, caracterizada porque dicha célula huésped es célula
vertebrada.

53. La céluila huésped segdn Ia reivindicacion 52,
caracterizada porque dicha célula es mamifera.

54. La célula hudsped segin Ila reivindicacion 53,
caracterizada porque dicha célula es CHO o NSO.

55. Un proceso para la fabricacibn de un anticuerpo
terapéutico o comprendiendo la etapa de cultlvar una célula huésped

segun cualquiera de las reivindicaciones 47 a 51.
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58. Un anticuerpo o fragmento de unién de antigeno que inhibe
de manera competitiva la unién del anticuerpo terapéutico segin la
relvindicaciébn 15 con OSM, particularmente hOSM, mas
particularments con el Sitio Il de hOSM en un ensayo a base de ELISA
con la condicién de que el anticuerpo de.competencia no comprende
un CDRH3 de SEQ.I.D.NO:42,

57. Una composicién farmacéutica que comprende el
anticuerpo de competencia seg(in la reivindicacion 56. '

58. Un método para tratar un paciente humano afligido con una
enfermedad o desorden en respuesta a la modulacién de la
interaccion entre hOSM y gp130 (tal como enfermedad artritica por
ejemplo, artritis reumatoide y/o osteoartritis), en donde dicho método
comprende la etapa de administrar a dicho pacliente una cantidad
terapéuticamente efectiva de la composiciéon segin la reivindicacion
57.

59. Uso de un anticuerpo terapéutico que une especificamente
la estructura de protelna de hOSM glicosilada (tai como el anticuerpo
segun la reivindicaciéon 15 o 17) en la fabricacién de un medicamento
para el tratamiento de una enfermedad o desorden seleccionado del
grupo que comprende;

una enfermedad artritica tal como artritis reumatoide, artritis de
iniclo juvenil, artritis psoriatica, espondilitis anqullosis, psorlasis tal
como enfermedad de placa cronica, enfermedad inflamatoria de
pulmén tal como COPD o asma severo, MS, demencla tal como

enfermedad de Alzheimer, dolor, tal como dolor inflamatorio o
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neuropatico, ateroesclerosis, enfermedades de regulaclén de -ciclo
celular tal como cancer (por ajamplo, préstata), mieloma.

60. Una composicion farmacéutica que comprende un primer
anticuerpo terapéutico que une especificamente hOSM y modula la
interaccién entre el Sitio || de hOSM y gp130 y un segundo anticuerpo
terapéutico que une especificamente hOSM y modula la interaccién
entre el Sitio IIl de hOSM y OSMREZ y/o LIFR.

61. Una composicion farmacéutica que comprende un
anticuerpo terapéutico biespeclfico que une hOSM y modula la
interaccién entre, tanto (a) el Sitio || de hOSM y gp130 como (b) el
Sitio 11l de hOSM y OSMRZ y/o LIFR.

682. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un
primer antagonista que une hOSM y modula la interaccion entre, tanto
(a) el Sitlo 1| de hOSM y gp130 como (b) el Sitio Il de hOSM y
OSMRZ y/o LIFR.

63. Una composicién farmacéutica que comprende al menos un
primer antagonista (por ejempio, un antagonista proteinoso tal como
un anticuerpo) que une gp130 y/o OSMR#A y/o LIFR y modula la
interacciéon (por eJemplo, inhibe o bloquea) la interaccién entre (a)
gp130 y hOSM y (b) OSMRZ y/o LIFR y hOSM.

64. Un método para seleccionar un anticuerpo que une de
manera putativa OSM, particularmente hOSM (por ejemplo, un
anticuerpo que se ha originado contra OSM/hOSM), tal método
comprende;

(a) Incubar dicho anticuerpo con OSM glicosilada,
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particularmente hOSM glicosilada bajo condiciones
permisivas para unién;

(b) medir ia afinidad de unién de dicho anticuerpo;

(c) seleccionar dicho anticuerpo si dicho anticuerpo tlene
una afinldad de unién mayor a 1uM, tipicamente mayor a
100nM;

(d) proporcionar un polinucleétido que codifica dicho
anticuerpo de la etapa (c) y transformar o transfectar una
célula huaspad mamifera con un vector que comprende
dicho polinucledétido;

(e) cultivar dicha célula huésped de la etapa (d) bajo
condiciones permisivas para secrecion de dicho anticuerpo
en el medio de cultivo;

(f) purificar opcionalmente el medio de cultivo de |la etapa
(e);

(g) incorporar el anticuerpo de la etapa (e) o (f) en una
composiciéon farmacéutica.

Un método para seleccionar un anticuerpo que une de

manera putativa OSM, particularmente hOSM (por ejemplo, un
anticuerpo que se ha originado contra OSM/hOSM), tal método

comprende;

(a) incubar dicho anticuerpo con OSM gilicosiiado,
particularmente hOSM glicosilado bajo condiciones
permisivas para la union;

(b) madir la afinidad de unién de dicho anticuerpo;

o\
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(c) selecclonar dicho anticuerpo si dicho anticuerpo tiene
una afinidad de unién mayor a 1 uM, tipicamente mayor a
100 nM.

66. El método segin cualquiera de las reivindicaciones 64 o
85, caracterizado porque OSM se ha glicosilado por célula huésped
mamlifera tal como CHO.

67. EI método segln Ila reivindicacidon 64 o 65, caracterizado
porque hOSM es hOSM glicosilada nativo.

68. EIl método segin la reivindicacion 67, caracterizado porque
la hOSM se ha aislado del fluido sinovial de un humano,
particularmente un humano afligido con una enfermedad artritica tal
como RA.

698. Un anticuerpo identificado por el método segln cualquiera
de las reivindicaciones 65 a 68.

70. Una composicién farmacéutica que comprende el
anticuerpo seglin Ia reivindicacibn 69 y un vehliculo
farmacéuticamente Inerte.

71. Un anticuerpo terapéutico segin la reivindicacién 1 que
ademas de ser capaz de unir hOSM también es capaz de unir cOSM.

72. Un método para detectar hOSM en una muestra biolégica,
particularmente fluldo sinovial humano o suero humano, donde tal
método comprende utilizar un anticuerpo Sitio Ill como un anticuerpo
de captura en un ensayo a base de ELISA.

73. El método segin la reivindicaclén 72, caracterizado porque

el ensayo a base de ELISA es esencialmente el eJemplo 16.
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VINROGGSTDYNARFMS
SPNERFYWYFDV
8GE8EVaYNY
DTEMLALR

CONESYRPT

SEQOLDNOQ:7
QVOLKQEG PILVQPEQSLE I TCTVEAPSLINYGVEWNVRCQS PGRILEWLGVINRAG

BTDYMAAPMBRLS I TKDNBRESQVFF KMNSLQADDTALY YCAKE PNENFYWYFDVH
GIGITVIVES

SEOQ.LD.NQ:§

QIVLYQERTIMARBPGRRVTHTCIGSSAVAYNYNUEI PASS PRLLIEDTENLAS
GVPARFEGSGSGTEYBLTI SRMEAEDARTYYCQQWESY PPTFGBETKLEIK
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QVOLVESGAGVVOPGRELRLSCAASGFELTN YGVENVROARGRALENVAVINRGG
STDOYNAAFMSRYITISKDNSENTLYLOMNELRARDTAVYYCAKEFNENFYNYEDVN
GRATLVIVES

SEQ.LD.NO:10

RIVLTQSPATLALEPGERATLSCOG888VBYNYNYQOKPGORPRLLIEDTSINLAS
GIPARFSGBGHGTDYTILT I BNLEPEDFAVYYCQOWEBSYPPTFGQGTKLEIK

SEQLDNOQ:11

QVQLVESGGAVVQPGRELRLECARBAF SLTNYGVENVRQAPGEGLENVAVIWRGGE
STDYRAAFNARTTISKDREKNTLY LOMRELRARDTAVYYCAKB PNENTYNTEDVN
GRETLVIVESASTRGREVIPLAPSSKBTSGGTARLGCLVEDYFPEPVTVENRIEAA
LTSGVRETF PAVLQSEGLYSLAS VUTVRESBLATQTY I CHVNEKP AN TEVDEECVER
KBCDKTETCPPCPAFELLGGPSVFLFRPEPEDILMI SRTRPEVICVVVDVSEEEDPE

LWIMBMWPBWWMHW
SR PENNYKT TP FVILDADGEFFLY BKLTVDESRNOOIVYSCOVMERALERIHYT
QESLSLSPGK

SEQLDNO:12
ETVLTUSPATLALSPGERATLECE08SVEYNYWYQQKPGQAVRLLYEDTINLAS
e:mrmmnmmmmxmm
DSKDBTYSLESTLTLEKADYEKHKVYACEVTEQGLE SFVTKSFRRGRC

SEQLDNO:13

/u\\\
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QVOLVESGAGVVOPGRALRLE CAASUP L TN YGVEWVROAPGEILENVAVINRG
GSTDYNAAFMSRLTISKINSKRTLYLOMNSLRARDTAVY Y CAKSPNENFYWYFD
VIGRGTLVTVSS

SEQLD.NO:40
DYHMD

BEQLDNO:41
DINPNNGATIDNQKFKD

SEQLDNO:42
GIYYYGSHYFDY

SEQ.LD.NO:44
DTSKLAS

I\



10

15

20

25

6/9

SEQ.LDNO:46
EVQLOOSAPEL VKEGAS VKL SCKASIY L F TD YRNDNVEQSEGKKLEW I GDINTRN
GOTIDRQKFKDKATLTVDKSSSTAYNELREL TSRO TAVYYCARGIYY YGSHY DY
WGQGTTLTVAS

SEQ.LDNO:47
QIVLIOSPATMEAS PARKVTHTCEATS SVEVNENFQKKSGTS PKRNIYDTBKLAS
GVPTRFEGSGEGTSYSL I SNEARDTATY YCOOWSSNPLTFGSGTKLELK

SEQ.LDNO:48
EVOLVQSGAEVERPGASVKVECKASGY I FTUYRNDWVROA POGKLENT GD TN PN
GOT TUNQKFKDRATLTVDKS TS TVYMELS SLRSEDTAVY YCARG I Y Y YGSHYFIY
WOQGTLVTVES

SE0.LDNQ:49
EIVI/TQ8PESLEASVGDRVTITCEATS SVEVNENPOKEKPGKAVKRW I YDTSKLAS
GVPSRFEGEGSGTDYTLTLSSLAPEDFATYYCOOWEENPLTFGGGTEVDIK

EIVLIQAPSSLAASVGDRVIL TCAATE SVEVMENFORKPAKAPKRN I YDTSKLAS
GVPERFS0SGBETDYTLTISSLOPROFAT Y YCOONE ENPLTIGGUTEVDIERTVA
ARSVFIFP.
DEXLSTYBLSSTLTLAXADYEXREVYACRVTHOGLS SPVITAFRRGEC
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QVQLVESGEGVVQPGRELRLACARBGFELTNYGVHENVRQAPGEGLENVAVIWRG
GSTDYNAAFPMBRFTISKDNSKNTLYLOMNGSLRAEDTAVY YCAKSPHANFYWYFD
VWGRGTLVIVEBSASTRGPSVF PLAPBSKSTSGGTAALGCL.VKDYFPEFVIVENN
SGALTSGVHTFRAVLOS8GLYBLEAVVTVPEAELETQTYICHNVEHKP ERTEKVDK
KVEPKSCDETHTCPPCPAPELAGAPSVFLFPRERPKDTLMIBRTPREVTCYVVDVE
HEDPEVEFNNYVDGVEVENARTKPREEQYNE TYRVVAVLTVLEQDNLNGKEYXC
KVBNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYILPPERDELTRNQVSLTCLVKGFYPS
DIAVEWESNGOPENNYKT TPPVLDEDGS FFLYSKLTVDKSRWOQGN VIS CEVMH
EALENHYTQXSLELSPGX



10

15

20

25

0/9




FIG. 1

gp130

1137

Tipo |

Bl LFs

Stat 1/3, JAK, ras MAPK

Tipo il




2/37

FIG.2
100 —
- === 4{5E10 Quimera
80— —ig—— 10D3 Quimera

-20 B UL LU AT EUELL ERRDLL BRELL. BERL!

0 000001 00001 0001 001 0.1 1
(19G), ug/mi

N

100 —
_ —gr==15E10 Quimera

80 — =—i— 1003 Quimera

40 —

% Inhibicién

20 =TT Ty T T T T

0 0.00001 0.0001 0.001 0.01 0.1 1
(19G). pp/mi



3/37
FIG. 3
100 —
- —o0-— 15E10 Quimera
80 — —8— 1003 Quimera
560 —
) -
a
= 40 —
[=
* -
20 —
0 —
-20 —
0.001 0.01 0.1 1
(IgH), ug/mi
120 =
100 — —0— 15E10 Quimera

nhibicién

%

—ig— 10D3 Quimera

0.001 0.01 0.1 1
(1gG), pg/mi



4/37

FIG. 4
100

80 — -dpe= BiL1

| —a— Bil2

60 — —a— B4L1
5 | —— B4L2
g 40 ---= 15E10 Quimera
=
=
R 20

0.0001 0.001 0.01 0.1
(IgG), ug/mi
100 - -
. -g== BiL1
80 - B2
80 — —o— B4L1
- —i— B4L2
=
S 40 — -=8~= 15E10 Quimera
§ -
E 20 —"4
R

0.0001 0.001

0.01
(1gG), pg/m|

0.1



FIG.5
100 —
[ =]
Q
5
8 50—
=
5
R
I-’/
o—
—I_I'I'I'I'ITI'—'T_T_I—H'TTTI> T 1 Illllll L ||||nl
0.001 0.01 0.1 1

(19G), pg/mi

Qe
——
-

15E10 Quimera

B2L2

B3L2
B4L2

LE/S

2246



% Inhiblcién

22

FIG. 6

15E10 Quimera

B2L2

B3aL2
B4L2

18/9

_l_l‘l'l'ﬂ1'r_"|_|‘1'l'|'l'l'l'r 1 |||||rr T 1 IIII'III
0.001 0.01 0.1 1
(1gG), pg/mi



100

% Inhibicion

FIG. 7

LR RLRRLL | T |1n‘||l'|

0.001 0.01 0.1
(IgG), pg/mi

LI | IITIIll

1

23

45E10 Quimera
B2L2
B3L2

B4L2

L€1L



FIG. 8
100
$
Ze0-
]
£
R
0 -
IllTlllI T lllllll'r T IllTlIll T lrll||I'|>
0.001 0.01 0.1 1

(1gG), ng/mi

229

—0— 15E10 Quimera
—i— B212
=== B3L2
- = B42

LE/8



Neutréfilo OSM 1:
100 - .
4 —o¢— 15E10 Quimera
80 - —a— B2L2
] -=- B2
g%
2ol
®,, ]
4
o .
-20
0.001 0.01 0.1 1
o y (IgG), po/mi
Neyiréfllo OSM 3;
100 T -
4 =o— 15E10 Quimera
60 'J‘ —— B2L2
i 80 -] —* BaL2
P Rk
» i
20 -
0 -~
4
20 Lty
0.001 0.01 0.1 1
(1gG), pg/ml

15E10 Quimera
B212
B3L2
B4L2

(1gG), pg/ml

€ 407
% 20 ]
° -
20 Ly
0001 001 0.1 1
(1gG), wg/m!
Neutréflio OSM 4:
100 -
1 —o— 15E10 Quimera
m: —a— B212
iﬁo- -4- B3L2
2] v Ba2
€ J
*® 20
0 Leang=:
.zo—
Ty
FIG.9 0001 001 0.1 1

LE/6



FIG.10

100 —

80 —

& 8
[

% Inhibiclén

20—

'20—_I"I'I'I1Tr|_l_1m'l'| UL RRLLY |
0.001 0.01 0.1
(19G), ug/mi

LELEL I'lllll

1

15E10 Quimera

B2L2
BaL2

B4L2

LE/0)

13]



% Inhibici6n

FIG. 11

100

50 =

= —
e nn o —

—o0— 15E10 Quimera

—a— B2L2
—-&- B3L2

- B4L2

llllllll ! lJIIIIII I llllllll Iillllllll

0.001

0.01 0.1 1
(1gG), pg/mi

LE/LE



FIG. 12

100 —

% Inhibicién
i

LB RRLL] I

0.001

IIlI"Tr 1 rIIITIII 1 IIIIIIII

0.01 0.1 1
(1gG), pg/mi

15E10 Quimera
B2L2
B3L2
B4L2

LE/ZL



% Inhibicion

FIG. 13

100 —~

o
o
|

rllllll T T r|||||| T 1 llnlll 1 1 lll“ﬂ

0.001 0.01 0.1 1
(1gG), pg/mi

15E10 Quimera

B2L2
B3L2

B4L2

=Y

LE/€L



FIG. 14

100 -

% Inhibicién
3
1

0.001

0.01
(1gG), pg/mi

0.1

—0— 15E10 Quimera

i

Ba2L2
BaL2
B4L2

235T

LEIYL



FIG. 15

100

8
]

% Inhibicién

—o— 15E10 Quimera
—=— B2L2
--&- B3L2
-%- B4L2

BELELELELALL B R R LD B R L |

0.001 0.01
(19G), pg/mi

0.1

LELILE) nll]'—"

1

238

LEIS)



FIG. 16

100

% Inhibicion

-50 LBLRRRLL | T lIII]TI'r. T Illllll'l T T

0.001 0.01 0.1 1
(19G), pg/mi

15E10 Quimera

B2L2
B3L2

B4L2

(g

LE/9)



% Inhibicién

FIG. 17

l ¥ LA lll L T Trrnt
0 0.0001 0.01
(19G), ug/mi

15E10 de murino
15E10 Quimera
B3L2

B3L2-F, mutante

238

LE/LY



% Inhiblclén

a9

FIG. 18

100 —
15E10 de murino

15E10 Quimera

BaL2
B3L2-F, mutante

LE/8)

T T IIIIWI T T TV T VT TTT] T 11
0 0.0001 0.01 1

(1gG), pg/mi



% Inhibicién

FIG. 19

100 —

80 —

| ] F1IIHI| ] ] IITI'ITI T 1 llllltr 1 LI
0 0.0001 0.01 1
(1gG), pg/ml

=0 -— 15E10 de murino

e -
—th—
-

15E10 Quimera

B3L2
B3L2-F¢ mutante

LE/61



20/37

FIG. 20

cadena y Anti-humano
PN
15E10
N

N OSM
j OM4-11.31

N\




FIG. 21

21/37

100

®
o
l

@
o
|

-3
o
l

% Inhibicién

)
o
]

0.04

BB
0.1

(igG), pg/ml

1 lllllll
1



FIG. 22 . a

0
(0S¥, ng/ct

Pocboselaselsleradin) @

ol
(0SML), ali

293

LE/ee



FIG. 23

0.8 —

0.8 —

0.4 —

0.2

0 U] T 7 T 11110 T T
1 10 100

(OSM), ng/ml

Mab285

gp130

Detecclén Ab

osMm

2Yy

LE/€C



(IL-6), ng/mi

24/37

0.01

0.1 1
(Mab295) ug/mi

10




25/37
FIG. 25
3
2.5 —
-
2 —
§ —
- |
05 - o=y
0 - Berrrm
1 10 100 1000 10000

(OM4-11.31), ng/mi



26/37

FIG. 26

*
LEOL OO0
co'otoqnov-voo




FIG.27 a

0m =0 = O~ 0= 9——0—

°"—.r1'nmrrrrmrrn'ﬁﬁ;

-«

1000 10000 ie5
Disolucion de suero, (Fold)

100 1000
Disolucién de suero, (Fold)

10000

1e5

1

o= == 0 = =0 o o e = O == =0

LEE

00 1000 1 1e5
Disolucién de suero, (Fold)

298

L8/



28137

% Inhibicion
3
|

a
o
|

8
L

o
|

0.00001

o

0.0001 0.001 0.01
(17H10), pg/mi

0.1

% Inhibicién

0.0001

0.001 001 01
(hum 15E10), ug/mi

1

247



29/37

FIG. 29

L LI
8 2 & o
g-11 UgKAIas
opejnwisa WSO ap UgIIqIYY| %

|
Q
@

_
8

120

1000

1000

0
(hum 15E10), ng/ml

1

10



6

30/37

0 L) | LI lllllll rrrmm i1 lllllll

1 10 100 1000
(OM4-5.3), ng/ml



8 3
|

% Inhibicién
3
|

o
]
el

-20 —

100

% Inhibicién

31/37

FIG. 31

Y
o
]

N
(=]
]

L

0.01 0.1 1 10
(OM4-5.3.1), pg/ml

0.01 0.1 10

1
(OM4-41.5), ug/mi

T T P T v i v




32/37

FIG. 32

% Inhibicidn

5
]

L

20 —

0 v ey trarrng

0.001 0.01 0.1 1
(15E10), yg/ml

% Inhibicién

b
0.01 0.1 1
(5 H2), ug/ml




SF OSM, pg/ml

FIG. 33

450

350

¢

250

200
150 +-

100 g

O-IL——..-‘

I | I
40 60 80 100
OSM de suero, pg/ml

LE/EE



34/37

FIG. 34

pg/ml OSM

o,

ID de Paclente

§88°

#2323-1

#3007-1

w/bd ‘(NsO)

iD de Pacients



FIG. 35

35/37

SRAAAALINAMA VNN

AUNAVNANS N

NSNSy

AANAUONANANNAANY

AAENAAAANANIANAY

ANLASIAVIVANNN ALY

1

eest
L4142
001
8.9
8.9
1+




FIG. 36

36/37

8Ree°
WSO Iwybd

0 391203 9120391203 912031209123 9120 3 91209 12



FIG. 37

37/37

T
1

L

Frrrinm 1

10
(glicoOSM), pg/mi

T T Tt
100




254

Rad: 06-086610- -0000 \ONES
2008-00-20 1729:53 Dep. 2020 NUECREAC
;::'11 PATENTEIYI

Tr% 370 FASENACIONALL oo
PRESENTACION  Folow: .
hat 411 auuusuia y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT

PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacion de que se solicita la concesién de una patente [»] A
¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [x] 4
€ Descripcion de la invencién D] 44
€ Dibujos de ser estos pertinentes [><] 222
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas _ [ 2.
COMPLETA [» INCOMPLETA [ ]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
¢ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del []

material que incorpora el disefio
€ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ 1]
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ |

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

€ Indicaclén de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
€ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud |
& Representacion grafica del esquema trazado [
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas [

[ = e

COMPLETA INCOMPLETA [ ]

Fecha Zg Aes.gﬁ Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10

Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: info@elc.gov.co
www.sic.gov.co
Bogotd, D.C., Colombia



§ ¢

Industria

Y Comercio

PETITORIO

, R ——p y
Rad 08-098610-
oc: 2008-09-20 172653 Oap. 2020 NUECREACIONES
TII 11 PATENTEIYR

FASENAC .
EA:&?FRESBITMION Folios: 298

SUPERINTENDENCIA
FORMULARIO l'JNIcO DE soucrrun DE PATENTE

™ g

ENTRADA'EN?IES:\TSE"NACIONAI:' "'-30‘".’:5'53 00

O

E Pat&ih de Invencidn

soucrrun DE:
[ patents de ‘Modelo de Utilidad

Capltulo !. [ cepttulo 1. .
o ' IDENTIFICACION
@ Nombre:  GLAXD GROUP LIMITED R
Direccidn: Gl Wellcoma House, Barkeley| - ™1~ —° -
Avenve, Graenford Middiesex| C-C. % .NIT. B
SOLICITANTE UBE ONN, inglaterra. CE. Olro
(71) Necionglided o Domicllio: .. Middiesex, .
inglatema. Cug!
Lugar de Constitucién: Inglaterra y Gales.
Teldfono: 3264270 Fax: 9088704 _ Namero -
E-mail; Jlicco@iloredacamacho.com '
® Nombre:.. ALICIA LLOREDA alcmm'E - .. -
. CC, % NI 5_ 1
- IDireccién: -Calle 72-'No:." 5-83 Pho-5° CE. ‘oI Oto . '
REPRESENTANTE Bogota, Colombia ' o v
0 APODERADO t
Teléfono: 3264270  Fax: 6068701 Cval ____
NGmero 39,620,713 TP 53215
E-mall: |licco@lioredacamacho.com
® Nombre: ELLIS, Jonathan, Henry; EON-DUVAL, Alexandre; GERMASCHEWSK),
Volker; PLUMPTON, Christopher; RAPSON, Nicholas, Timothy y WEST, Michasl,
Robart. .
INVENTOR(ES)

(T2) Direccldn: GlaxoSmithKiine, Gunnels Wood Road, Stevenage' Hertfordshire SG1
2NY y c/o GlaxoSmithKline, Gunnels Wood Road, Stevenage Hertfordshire SG1
2NY.

Nacicnalidad o Domicllio: Raino Unido.

PCT (86)

O]

Solicitud Internacional No.  _PCT/GB2005/001147 Fecha: _28/03005
Publicacién Intemacional No. _ WO 2005/085457 A3 Fecha: _13/1015
® “INMUNOGLOBULINAS"

Thulo (54)

O]

Clasificaclén internacional (31) Co7K 16/24

T3] Peis de Origen T (32)Fecha | (31) Namero de Sollcud___ |
Prioridad ! o8B - 3010304 |. | 04071973 © -
SIE NO D ﬂ GB 30/03/04 0407183.2 :
@ Comprobante de Pago No. 0671084 - Fecha: 14 de Septiemixe de 2008

P
r

-
.



160

REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo terapéutico que une especificamente OSM,

particularmente hOSM, y modula la interacclén entre OSM y'gp130.

 « 2. El anticuerpo segdn la relvindicacién 1 que comprende un
L 5 GDRH3 de SEQ.1.D.NO: 3.
] 3. El anticuerpo segin la reivindicacibn 2 que ademas
comprende;
CDRH1 de SEQ.1.D.NO: 1
CDRH2 de SEQ.I.D.NO: 2
CDRL1 de SEQ.I.D.NO: 4
CDRL2 de SEQ.I.D.NO: §
CDRL3 de SEQ.I.D.NO: 8.
4. E! anticuerpo segin ia reivindicaciéon 1 que comprende un
CDRH3 de SEQ.I1.D.NO:42,
5. El anticuerpo segln la reivindicacion 4 comprendiendo
ademas;
CDRH1 de_ SEQ.1.D.NO: 40
CDRH2 de SEQ.I.D.NO: 41
CDRL1 de SEQ.I.D.NO: 43
CDRL2 de SEQ.I.D.NO: 44
CDRL3 de SEQ.I.D.NO: 45.
8. El anticuerpo segun cualqulera de las relvindicaciones 1 a
5, caracterizado porque el anticuerpo se selecciona del grupo que
comprende; intacto, quimérico, humanizado, biespecifico,

heteroconjugado.
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogoté,
2020

Doctor{a)
LLOREDA RICAURTE ALICIA

Apoderado(a) y/o Representante de
GLAXO GROUP LIMITED

REFERENCIA Radicacifn Mo. 06 98610
8olicitud internacional PCT/GB2005/001147
Pecha inicio fase nacional 30/10/2006

Trémite 11
Bvento a7e
Actuacién 430

Oficio No. J-f\-'13588

Comoc resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Commidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesiém del
derecho a la patenta del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Declasién 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigquientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En casp de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
conslderari abandonada y perderf su prelaciém.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e}, del capitulo gquinto titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX
Jefe de la

SPEDEB DE VERGEL
visién de Nuevas Creaciones

El anterlor : requerimiento fue notificado por fijaciém en 1lista de

o 2. i



