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REIVINDICACIONES

1. Un miembro de unidén especifico aislado para factor de
crecimiento del tejido nervioso (NGF), comprende un sitio de unidn
de antigeno de anticuerpo que estad compuesto de un dominio VH de
anticuerpo humano y un dominio VLde anticuerpo humano y que
comprende un conjunto de CDR HCDR1, HCDR2, HCDR3, LCDR1l, LCDR2 y
LCDR3, en donde el dominio VH comprende HCDR 1, HCDR2, HCDR3 y una
estructura y el dominio VL comprende LCDR1, LCDR2, LCDR3 y una
estructura, en donde el conjunto de CDR consiste de un conjunto de
CDR que se seleccionan del grupo que consiste de:

el conjunto de 1133C11 de CDR, definido en donde el HCDR1 tiene la
secuencia de aminodcido de la SEQ ID NO: 193, el HCDR2 tiene la
secuencia de aminodcido de la SEQ ID NO: 194, el HCDR3 tiene la
secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 195, el LCDR1 tiene la
secuencia de amino&cido de la SEQ ID NO: 198, el LCDR2 tiene la
secuencia de aminodcido de la SEQ ID NO: 199, y el LCDR3 tiene la
secuencia de aminoacido de la SEQ ID NO: 200;

un conjunto de CDR que contiene una o dos sustituciones de amino
dcido comparadas con el conjunto de 1133Cl1l de CDR;

cada conjunto de CDR como se muestra para clones individuales en
la Tabla 2;
Y

un conjunto de CDR que contienen el conjunto 113Cl1 de CDR con la
secuencia de aminoacido MISSLQP (SEQ ID NO: 533) o la secuencia de
aminodcido FNSALIS (SEQ ID NO: 532) sustituido por la secuencia de
aminodcido LNPSLTA (SEQ ID NO: 531) dentro de HCDR3.

2. Un miembro de unidén especifico aislado de acuerdo con la
reivindicacién 1 en donde la una o dos sustituciones estin en uno
o dos de los siguientes residuos dentro del CDR, utilizando 1la
numeracidn estandar de Kabat:

31, 34 en HCDR1

51, 55, 56, 57, 58, 65 en HCDR2
96 en HCDR3
26, 27, 27A, 27B, 28, 29, 30 en LCDR1

56 en LCDR2
90, 94 en LCDR3.

3. Un miembro de unidén especifico aislado de acuerdo con la
reivindicacién 2 en donde una o dos sustituciones se hacen en las
siguientes posiciones de entre los grupos identificados de
posibles residuos sustitutcs para cada posicidn:
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Posicidén de Residuo sustituto seleccionado
sustitucidén del grupo que consiste de
31 en HCDR1: A

34 en HCDR1: \Y

51 en HCDR2: \Y

55 en HCDR2: N

56 en HCDR2: A

57 en HCDR2: v

58 en HCDR2: S

65 en HCDR2: D

96 en HCDR3: N

26 en LCDRL1: T

26 en LCDR1: G

27 en LCDR1: N

27 en LCDR1: R

27A en LCDR3: T

27A en LCDR1: P

27B en LCDR:1 D

28 en LCDR1: T

29 en LCDR1: E

30 en LCDR1: D

56 en LCDR2: T

90 en LCDR3: A

94 en LCDR3: G.

4. Un miembro de unidn especifico aislado de acuerdo con la

reivindicacidén 3 en donde el residuo 29 dentro LCDR1 es E.

5. Un miembro de unidén especifico aislado de acuerdo con la
reivindicacién 1 comprende un conjunto de CDR que contienen el
conjunto 113C1l1l de CDR con la secuencia de aminodcido MISSLQP (SEQ
ID NO: 533) sustituido por la secuencia de aminodcido LNPSLTA (SEQ
ID NO: 531) dentro de HCDR3.

6. Un miembro de unidén especifico aislado de acuerdo con la
reivindicacién 1 comprende un conjunto de CDR que contienen el
conjunto 113C11 de CDR con la secuencia de aminodcido FNSALIS (SEQ
ID NO: 532) sustituido por la secuencia de aminodcido LNPSLTA (SEQ
ID NO: 531) dentro de HCDR3.

7. Un miembro de unién especifico aislado de acuerdo con la
reivindicacién 1 comprende el conjunto de 1133C1l1 de CDR.
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8. Un miembro de unidén especifico aislado de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en donde la estructura de
dominio VH es estructura de linea germinal de cadena pesada humana
y/o la estructura del dominio VL es estructura de linea germinal
de cadena liviana humana.

9. Un miembro de unidén especifico aislado de acuerdo con la
reivindicacién 8 en donde la estructura de linea germinal de
cadena pesada comprende VH1 DP10.

10. Un miembro de unién especifico aislado de acuerdo con la
reivindicacién 8 o reivindicacién 9 en donde la estructura de

linea germinal de cadena liviana comprende VL VAl.

11. Un miembro de unidén especifico aislado de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 que se une a NGF de
ratén o rata.

12. Un miembro de unidén especifico aislado de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 gque bloquea
preferencialmente la unién NGF al receptor TrkA sobre la unidn en
NGF al receptor p75.

13. Un miembro de unidn especifico de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 12 comprende el dominio VH 1252A5 (SEQ
ID NO: 392).

14. Un miembro de unidén especifico de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 13 comprende el dominio VL 1252A5 (SEQ
ID NO: 397).

15. Un miembro de unidn especifico de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 14 que un el NGF humano con afinidad
igual a o mejor que la afinidad de un sitio de unién de antigeno
para NGF humano formado por el dominio VH 1252A5 (SEQ ID NO: 392)
y el dominio VL 1252A5 (SEQ ID NO: 397), la afinidad del miembro
de unién especifico y la afinidad del sitio de unién de antigeno
se determinan bajo las mismas condiciones.

16. Un miembro de unidén especifico de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 15 que une a y/o neutraliza el NGF
humano.

17. Un miembro de unidén especifico de acuerdo con 1la

reivindicacién 16 gque neutraliza el NGF humano, con una potencia
igual a o mejor que la potencia de un sitio de unién de antigeno
NGF formado por el dominio VH 1252A5 (SEQ ID NO: 392) y el dominio
VL 1252A5 (SEQ ID NO: 397), la potencia del miembro de unidn
especifico y 1la potencia del sitio de unién de antigeno se
determinan bajo las mismas condiciones.



18. Un miembro de unién especifico de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11 comprende el dominio VH 1152H5 (SEQ
ID NO: 262).

19. Un miembro de unidén especifico de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11 o reivindicacién 18 que comprende
el dominio VL 1152H5 (SEQ ID NO: 267).

20. Un miembro de unidén especifico de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11 comprende el dominio VH 1165D4 (SEQ
ID NO: 302).

21. Un miembro de unién especifico de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11 o reivindicacidén 20 que comprende
el dominio VL 1165D4 (SEQ ID NO: 307).

22. Un miembro de unidn especifico de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11 que comprende el dominio VH 1230H7
(SEQ ID NO: 362).

23. Un miembro de unidén especifico de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 11 o reivindicacién 22 gque comprende
el dominio VL 1230H7 (SEQ ID NO: 367).

24. Un miembro de unidén especifico de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 23 que comprende una molécula de
anticuerpo scFv.

25. Un miembro de unidn especifico de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 23 que comprende una regidén constante
de anticuerpo.

26. Un miembro de unidén especifico de acuerdo con la
reivindicacidén 25 que comprende un anticuerpo completo.

27. Un miembro de unidén especifico de acuerdo con la
reivindicacidén 26 en donde el anticuerpo completo es IgG4.

28. Un dominio VH de anticuerpo aislado de un miembro de unidén
especifico de acuerdo con una cualguiera de las reivindicaciones 1
a 23.

29. Un dominio VL de anticuerpo aislado de un miembro de unién
especifico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 23.

30. Una composicidn que comprende un miembro de unién especifico,
dominio VH de anticuerpo o VL anticuerpo de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29 y al menos un componente
adicional.
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31. Una composicidén de acuerdo con la reivindicacidén 30 que
comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable, vehiculo o
portador.

32. Un 4&cido nucleico aislado que comprende una secuencia de

nucleétido que codifica un miembro de unidén especifico o dominio
VH o VL de anticuerpo de un miembro de unidén especifico de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29.

33. Una célula huésped in vitro se transforma con &acido nucleico
de acuerdo con la reivindicacién 32.

34, Un método para producir un miembro de unidén especifico o
dominio VL o VH de anticuerpo, el método comprende cultivar
células huésped de acuerdo <con la reivindicacién 33 Dbajo
condiciones para la produccién de dicho miembro de unidn
especifico o dominio VL o VH de anticuerpo.

35. Un método de acuerdo con 1la reivindicacién 34 comprende
adicionalmente aislar vy/o purificar dicho miembro de wunién
especifico o dominio variable VH o VL de anticuerpo.

36. Un método de acuerdo con la reivindicacidn 34 o
reivindicacidén 35 comprende adicionalmente formular el miembro de
unién especifico o dominio variable VH o VL de anticuerpo dentro
de una composicidén que incluye al menos un componente adicional.

37. Un wmétodo para producir un dominio de unidén de antigeno de
anticuerpo para NGF, el método comprende

suministrar, por ruta de adicidén, eliminacidén, sustitucién o
insercién de uno o méds aminocdcidos en la secuencia de aminoacido
de un dominio VH pariente que comprende HCDR 1, HCDR2 y HCDR3, en
donde el dominio VH pariente HGDR1l, HCDR2 y HCDR3 son el conjunto
1252A5 de HCDR, definido en donde el HCDR1 tiene la secuencia de
aminodcido de la SEQ ID NO: 393, el HCDR2 tiene la secuencia de
aminocdcido de la SEQ ID NO: 394, el HCDR3 tiene la secuencia de
aminodcido de la SEQ ID NO: 395, o el conjunto 1021E5 de HCDR,
definido en donde el HCDR1 tiene la secuencia de aminocdcido de 1la
SEQ ID NO: 33, el HCDR2 tiene la secuencia de aminodcido de la SEQ
ID NO: 34, el HCDR3 tiene la secuencia de aminodcido de la SEQ ID
NO: 35,un dominio VH que es una variante de la secuencia de
aminodcido del dominio VH pariente, y opcionalmente combinar el
dominio VH asi suministrado con uno o mas combinaciones VH/VL; y

ensayar dicho dominio VH que es una variante de la secuencia de
aminoadcido del dominio VH pariente o la combinacidén o
combinaciones VH/VL para identificar un dominio de unidén de
antigeno de anticuerpo especifico para NGF.
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38. Un método de acuerdo con la reivindicacién 37 en donde la
secuencia de aminodcido del domino VH pariente se selecciona del
grupo que consiste de la SEQ ID NO: 392 y SEQ ID NO: 32.

39. Un método de acuerdo con la reivindicacién 37 o
reivindicacién 38 en donde dicho uno o mas dominios VL se
suministran por ruta de adicidén, eliminacidén, sustitucidén o

insercién de uno o mas aminoacidos en la secuencia de aminodcido
de un dominio VL pariente que comprende LCDR 1, LCDR2 y LCDR3, en
donde el dominio VL pariente LCDR1, LCDR2 y LCDR3 son el conjunto
1252A5 de LCDR, definido en donde el LCDR1 tiene la secuencia de
aminodcido de la SEQ ID NO: 398, el LCDR2 tiene la secuencia de
aminodcido de la SEQ ID NO: 399, el LCDR3 tiene la secuencia de
aminodcido de la SEQ ID NO: 400, o el conjunto 1021E5 de LCDR,
definido en donde el LCDR1 tiene la secuencia de aminocacido de 1la
SEQ ID NO: 38, el LCDR2 tiene la secuencia de aminoacido de la SEQ
ID NO: 39, el LCDR3 tiene la secuencia de aminocdcido de la SEQ ID
NO: 40, que produce uno o mas dominios VL cada uno de los cuales
es una variante de la secuencia de aminodcido del dominio VL

pariente.

40. Un método de acuerdo con la reivindicacién 39 en donde la
secuencia del dominio VL pariente se selecciona del grupo gue
consiste de la SEQ ID NO: 397 y SEQ ID NO: 37.

41. Un método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 37 a 40, en donde el NGF es NGF humano.

42. Un método para producir un dominio de unidén de antigeno de
anticuerpo para NGF, el método comprende suministrar, por ruta de
adicién, eliminacién, sustitucién o insercién de uno o méas
aminodcidos en 1la secuencia de aminodcido de un dominio VH
pariente que comprende HCDR 1, HCDR2 y HCDR3, en donde el dominio
VH pariente HCDR1, HCDR2 y HCDR3 son el conjunto 1152HS5 de HCDR,
definido en donde el HCDR1 tiene la secuencia de amincacido de la
SEQ ID NO: 263, el HCDR2 tiene la secuencia de aminodcido de 1la
SEQ ID NO: 264, el HCDR3 tiene la secuencia de aminodcido de la
SEQ ID NO: 265, el conjunto 1165D4 de HCDR, definido en donde el
HCDR1 tiene la secuencia de aminodcido de la SEQ ID NO: 303, el
HCDR2 tiene la secuencia de aminodcido de la SEQ ID NO: 304, el
HCDR3 tiene la secuencia de aminocadcido de la SEQ ID NO: 305, o el
conjunto 1230H7 de HCDR, definido en donde el HCDR1l tiene la
secuencia de aminocdcido de la SEQ ID NO: 363, el HCDR2 tiene la
secuencia de aminocédcido de la SEQ ID NO: 364, el HCDR3 tiene la
secuencia de aminodcido de la SEQ ID NO: 365,un dominio VH que es
una variante de la secuencia de aminodcido del dominioc VH
pariente, y opcionalmente combinar el dominio VH asi suministrado
con uno o mads dominios VL para suministrar una o mas combinaciones
VH/VL; y
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ensayar dicho dominio VH que es una variante de la secuencia de
aminoacido del dominio VH ©pariente o la combinacién o
combinaciones VH/VL para identificar un dominio de wunién de
antigeno de anticuerpo especifico para NGF.

43. Un método de acuerdo con la reivindicacién 42 en donde la
secuencia de aminodcido del domino VH pariente se selecciona del
grupo que consiste de la SEQ ID NO: 262, SEQ ID NO: 302 y SEQ ID
NO: 362.

44. Un método de acuerdo con la reivindicacidn 42 o
reivindicacién 43 en donde dicho uno o wmas dominios VL se
suministran por ruta de adicidén, eliminacidén, sustitucidén o
insercién de uno o mas aminodcidos en la secuencia de aminoécido
de un dominio VL pariente que comprende LCDR 1, LCDR2 y LCDR3, en
donde el dominio VL pariente LCDR1, LCDR2 y LCDR3 son el conjunto
1152H5 de LCDR, definido en donde el LCDR1 tiene la secuencia de
aminodcido de la SEQ ID NO: 268, el LCDR2 tiene la secuencia de
aminodcido de la SEQ ID NO: 269, el LCDR3 tiene la secuencia de
aminodcido de 1la SEQ ID NO: 270, el conjunto 1165D4 de LCDR,
definido en donde el LCDR1 tiene la secuencia de aminodcido de la
SEQ ID NO: 308, el LCDR2 tiene la secuencia de aminoacido de la
SEQ ID NO: 309, el LCDR3 tiene la secuencia de aminodcido de 1la
SEQ ID NO: 310, o el conjunto 1230H7 de LCDR, definido en donde el
LCDR1 tiene la secuencia de aminodcido de la SEQ ID NO: 368, el
LCDR2 tiene la secuencia de aminocdcido de la SEQ ID NO: 369, el
LCDR3 tiene la secuencia de aminodcido de la SEQ ID NO: 370,
producen uno o mas dominios VL cada uno de los cuales es una
variante de la secuencia de aminodcido del dominio VL pariente.

45. Un método de acuerdo con la reivindicacién 44 en donde 1la
secuencia del dominio VL pariente se selecciona del grupo que
consiste de la SEQ ID NO: 267, SEQ ID NO: 307 y SEQ ID NO: 367.

46. Un método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 42 a 45, en donde el NGF es NGF humano.

47. Un método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 37 a 46 en donde dicho dominio VH que es una
variante de la secuencia de aminocdcido del dominio VH pariente se
suministra por mutagénesis CDR.

48. Un método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 37 a 47 comprende adicionalmente producir el
sitio de unidén de antigeno de anticuerpo como un componente de una
molécula de anticuerpo IgG, scFv o Fab.

49. Un método para producir un miembro de unidén especifico que
une NGF, tal método comprende:
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suministrar un Aacido nucleico de partida que codifica un dominio
VH o un repertorio de partida de A&cidos nucleicos cada uno
codifica un dominio VH, en donde el dominio VH o dominios VH
comprenden un HCDR1, HCDR2 y/o HCDR3 que se remplazan o estan
ausentes en una regién HCDR1l, HCDR2 y/o HCDR3 codificada;

combinar dicho &cido nucleico de partida o repertorio de partida
con &cido nucleico donante o acidos nucleicos donantes codificados
o producidos por mutacidén de la secuencia de aminodcido de HCDR1
SEQ ID NO: 193, HCDR2 SEQ ID NO: 194, y/o HCDR3 SEQ ID NO: 395,
265, 305, 365 o 35 tal que dicho &cido nucleico donante o &acidos
nucleicos donantes se insertan dentro de la regién CDR1l, CDR2 y/o
CDR3 en el &cido nucleico de partida o repertorio de partida , asi
como también suministrar un repertorio de productos de dominios VH
codificados de acidos nucleicos;

expresar los Aacidos nucleicos de dicho repertorio de producto para
producir dominios VH de productos;

opcionalmente combinar dichos dominios VH de producto con uno o
méds dominios VL;

seleccionar un miembro de unidén especifico para NGF, tal miembro
de unidén especifico comprende un dominio VH de producto vy
opcionalmente un dominio VL; vy

recuperar dicho miembro de unién especifico o &acido nucleico que
lo codifica.

50. Un método de acuerdo con la reivindicacién 49 en donde los
acidos nucleicos donantes se producen por mutacidén de dicho HCDR1
y/o HCDR2.

51. Un método de acuerdo con la reivindicacién 49 en donde el
dcido nucleico donante se produce por mutacidén de HCDR3.

52. Un método de acuerdo con la reivindicacidédn 51 comprende
suministrar el A&Acido nucleico donante por mutacidén de A&cido
nucleico que codifica la secuencia de aminodcido de 1252A5 HCDR3
(SEQ ID NO: 395) o 1021E5 HCDR3 (SEQ ID NO: 35).

53. Un método de acuerdo con la reivindicacidén 49 que comprende
suministrar el &acido nucleico donante por mutacidén aleatoria de
acido nucleico.

54. Un método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 49 a 53 comprende adicionalmente unir un dominio
VH de producto que estd comprendido dentro dell miembro de unién
especifico recubierto para una regidn constante de anticuerpo.
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55. Un método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 49 a 53 que comprende suministrar una molécula de
anticuerpo 1gG, scFv o Fab que comprende el domino VH de producto
y un dominio VL.

56. Un método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 49 a 55, en donde el NGF es NGF humano.

57. Un método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 37 a 56, comprende adicionalmente ensayar el
dominio de unién de antigeno de anticuerpo o miembro de unidn
especifico que une NGF para ser capaz de neutralizar NGF.

58. Un método de acuerdo con la reivindicacidén 57 en donde se
obtiene un miembro de unién especifico que comprende un fragmento
de anticuerpo que une y neutraliza NGF.

59. Un método de acuerdo con la reivindicacidén 58 en donde el
fragmento de anticuerpo es una molécula de anticuerpo scFv.

60. Un método de acuerdo con la reivindicacidén 58 en donde el
fragmento de anticuerpo es una molécula de anticuerpo Fab.

61. Un método de acuerdo con la reivindicacidn 59 o
reivindicacién 60 comprende adicionalmente suministrar el dominio
VH y/o el dominio VL del fragmento de anticuerpo en un anticuerpo
completo.

62. Un método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 37 a 61 comprende adicionalmente formular el
miembro de unién especifico que une NGF, el sitio de unién de
antigeno de anticuerpo o un dominio variable VH o VL de anticuerpo
del miembro de unidén especifico o sitio de unidén de antigeno de
anticuerpo que une NGF, dentro de una composicidén que incluye al
menos un componente adicional.

63. Un método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 37 a 62 comprende adicionalmente la unidén de un
miembro de unidén especifico que une NGF a NGF o un fragmento de
NGF.

64. Un método que comprende la unién de un miembro de unién
especifico que une NGF de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 27 a NGF humano o un fragmento de NGF humano.

65. Un método de acuerdo con la reivindicacidén 63 o
reivindicacidén 64 en donde dicha unién tiene lugar en vitro.

66. Un método de acuerdo con  una cualquiera de las

reivindicaciones 63 a 65, comprende la unidén del miembro de unién
especifico a NGF humano o un fragmento de NGF humano.

Y o
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67. Un método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 63 a 66 comprende determinar la cantidad de unidn
del miembro de unién especifico a NGF o un fragmento de NGF.

68. Un método de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 37 a 67 comprende adicionalmente el wuso del
miembro de unién especifico en la fabricacidén de un medicamento
para el tratamiento de una enfermedad o trastorno en el que el NGF

juega un papel.
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