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'RESUMEN DE LA INVENCION

S.e'prove'e, ‘terapia de antagbnisfa .a_nti-MCP-_1/CCR2 -para- el

control o reversién de enfermedades rélacibnadés_ con fibrosis, inCIuyend'O.,._

5 v.gr., pero sin limitarse .é terépia de antagonista de 'MCP-1'/CCR:2 para la
modulacién _de marcadores profibréticos asociados con pro'cesos‘fibrét'i.cos

incluyendo deposicidn de matriz de colageno y colapso alveolar.

10

- 15

20 9B
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ANTAGONISTAS DE CCR2 PARA EL TRATAMIENTO DE FIBROSIS

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

5 | CAMPO DE LA INVENCION

La invencion se refiere a métodos de uso y antagonista de union
de CCL2 a CCR2, tal como un anticuerpo anti-CCL2, para la prevencion y
control de fibrosis pulmonar, particularmente neumonia intersticial usual.
10

DESCRIPCION DE LA TECNICA RELACIONADA

La neum.onia intersticial usual (UIP, por sus siglas en inglés) es

una enfermedad pulmonar intersticial debilitante crénica que es caracterizada

15 vy rutinariamente diagnosticada por la presencia de estructura en forma de
panal dentro del pulmén. La estructura en forma de panal se produce debido a

un incremento en la deposicién de colageno, reduciendo asi la elasticidad
dentro del pulmén y causando retraccién y colapso final de la estructura
alveolar normal. La extensién de la estructura en forma de panal y fibrosis es

20 muy heterogénea dentro del pulmén, en donde areas densas de exceso de
colageno a menudo se unen al parénquima pulmonar normal o tejido
intersticial rico en infiltrados monociticos. La mayoria de los pacientes tienen

enfermedad clinica moderada a avanzada en el tiempo de diagnostico y
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deterioran a pesar del tratamiento.

La familia de quimiocina CXC es una f’amili}a pleiotrépica de
citocinas que estan implicadas en promover el trafico de varios Ieu;:ocitos, en
la regulacién de angiogénesis y rem‘odelacic_')n vascﬁlar, y en la promocién de
la m”ovilizacién y trafico de células progenitoras mesenquimatosas tales cémo"

fibrocitos que son células progenitoras mesenquimatosas circulantes (también

~ conocidas como fibrocitos) en fibrosis pulmonar.

Dentro del pulmén normal, una agrupaciéh grande de
fibroblastos residentes continuamente genera y rompe el colageno,
permitiendo asi que el pulmén se remodele después de infeccion, inflamacion
u otra patofisiologia, y después de lesién. Los fi.broblastos generan colageno
en respuesta a varios factores de crecimiento tales como TGFb1. Ademas,
TGFb1 induce diferenciacion de fibroblastos en miofibroblastos, que se
encuentran comunmente en tejido puvlmonar de UIP. Los miofibroblastos son
células diferenciadas capaces de generar colageno asi como de tener acti‘na
de mdsculo liso alfa y 'por lo tanto propiedades contractiles. .Los
miofibroblastos por lo tanto pueden contribuir potencialmente a colapso
alveolar. En el curso ndrmal de la cicatrizacion de heridas, los fibroblastos
generan colageno y factores de qrecimiento para dirigir el cierre de la herida.
Una vez 'qué la arquitectura del tejido es restaurada, la generacién'de
colageno por el fibroblasto disminuye y las células pasan por apoptosis,

previniendo asi el exceso de formacién de cicatriz. Hay proliferacién de

fibroblastos pronunciada encontrada en los pulmones de pacientes con UIP.
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Por lo tanto, los fibroblastos de UIP persisten en sitios de fibrosis, anadiendo
continuamente a la deposicion de colageno excesiva aberrante. Los pacientes-
con UIP estan .entre Ibs receptores comunes de trasplantes de pulmén y, en |
estos pacientes,}el trasplante finalmente puede hacerse fibrético.

| El trabajo anterior ha mostrado diferencias fenotip.icas- en

fibroblastos aislados de sitios de fibrosis comparado con fibroblastos aislados

~ de tejido no fibrotico. Por ejemplo, los fibroblastos aislados de los pulmones

de pacientes con UIP han incrementado la expresion de subunidades de

receptor de IL-13. CCR2 se expresa sobre fibrocitos de pulmén y CCR2 regula
tanto el reclutamiento como la activacion de estas células despuévs de lesion
respiratoria. La inhibicion de sefalizacion de CCR2 in vivo a través de ratones
knockout para receptor o de neutralizacién de ligando da por resultado menoé
deposicién de colageno en multiples modelos animales de fibrosis. CCL2
(ligando de CC-quimiocina 2, proteina quimioatrayente de monocitos 1,

MCP1) se une a CCR2. CCR2 se expresa predominantemente en monocftos,

células epiteliales y células endoteliales. Los nivelés incrementados de MCP1

se han descrito en pacientes con UIP. Los ligandos para el receptor CCR2 en

el modelo de ratén incluyen CCL2 (también conocido como JE o proteina

quimioatrayente de monocitos [MCP]}-1), CCL7 (MCP-’3) y CCL12 (MCP-5),

por lo tanto, suposiciones basadas en datos de modelo murino pueden no.
reflejar con precisibn el ambiente pulmonar humano .con respecto a

distribuciones de quimiocina y de receptor de quimiocina.

La proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1, CCL2,
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ligando para CCR2, GenBank NP_002973), una proteina de 8.6', kDa que
contiene 76 residuos de aminoacido, es un miembro de la familia dé
quimiocina-beta (o C-C) de citocinas. MCP—T es expresada por una variedad
de tipos de células ihcluyendo monocitos, células endoteliales vasculares,
células de muasculo - liso, células mesangiales glomeruléres, células
osteoblasticas, y celulas epiteliales similares a tipo 2 pulmonares humanas.
Se cree que MCP-1 juega un papel activo en el inicio 'y p_rogre'si()’n de
enfermedades inflamatorias, al promover el influjo de monocitosvy activacion
subsecuente en tejidos..MCP-1 es quimiotactica para monocitos pero no
néut'réfilos. Puede inducir la proliferacién y activacion de células asesinaé

conocidas como CHAK-(asesinas activadas por CC-quimiocina), que son

-similares a células activadas por IL-2. Regula la expresion de antigenos de

superficie celular (CD11c, CD11b) y la expresion de citocinas IL1 y IL6. MCP-
1 es un activador potente de basdfilos humanos, induciendo la desgrahulacién
y la liberacion de histaminas.

| Por lo tanto, existe la necesidad en la técnica médica de
métodos para monitorear y manejar a pacientes que desplieg"an los sel!Os
distintivos de la patofisiologia que conduce a insuficiencia pulmonar conoc.ida
como U‘IP y que sea capaz de evitar la necesidad de trasplante de pulméh y, a
un minimo,‘ incrementar la seguridad y supervivencia en utilizacion de
aloinjerto, y entender y remediar las acciones patolégicas de MCP-1 en el

mismo.

/0
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion provee un método para prevenir, hacer

lenta o revertir la fibrosis en un sujeto, que comprende hacer contacto o]

" administrar una composiciéon que comprende una cantidad efectlva de por-lo

menos un antagonista de CCR2 aislado que previene las funciones biol()gicas
o bioactividad asociada con CCR2, sus isoformas o. variantes incluyendo
CCR2A o] CCR2B, en células que despliegan el receptor cbmo se definé aqui
o antagonistas que unen MCP-1/CCL2 0 CCR2 o qué previenen Ié union de
CCR2 con su ligando(s) cognado y por lo tanto inhiben las funciones
biologicas de CCR2 en la célula,. tejidb, 6rgén6 del sujeto mamifero. En un
aspecto del método de la invencion, el sujeto es un paciente qué tiene una
patologia intersticial y fibrosis alveolar rela'.cionada}con neumonia idiopatica
intersticial, de manera mas especifica, eI,paciénte es diagnosticado con
neumonia intersticial usual.

El método de la invencion se puede poher en practica con un
a_ntagonisfa de CCR2 que previene las funciones biolégicas o bioact’ivid_ad

asociada con CCR2 sus isoformas o variantes incluyendo CCR2A o CCR2B,

“en celulas que despllegan el receptor como se define aqw En un aspecto de

la invencion, los antagonistas de CCR2 mcluyen antlcuerpos peptldos de

secuencia sintéticos o intactos y antagonistas de molécula pequeia, que unen

MCP-1/CCL2 o CCR2 o que previenen la unién de - CCR2 con su ligando(s)

cognado y por lo tanto inhiben funciones bioiégicas de CCR2.

)
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También se provee un método para diagnosticar una patologia

intersticial - relacionada con MCP-1 vy fibrosis alveolar relacionada  con

neumonia idiopatica intersticial en una célula, tejido, érgano o animal, que

comprende

En una modalidad, las porciones de union a ligando del

anticuerpo comprenden SEQ ID NO: 27 y 28. En un aspecto, la presente

invencion provee por lo menos un anticuerpo anti-MCP-1 de mamifero aislado,

~que comprende por lo menos una regiéh variable que comprende SEQ ID NO:

27628,

En otro aspecto, la presente invencion provee por o menos un
anticuerpo anti-MCP-1 de mamifero aislado, que comprende ya sea (i) todas
las secuencias de aminoacidos de las regiones determinantes de

complementariedad (CDR) de cadena pesada ID NOS: 6, 7 y 9; o (ii) todas las

vse'cuencias,de aminoacidos de las CDR de cadena ligera de SEQ ID NOS: 13,

14y 16.

- _‘La presente invencion ademas provee por lo menos un método o
cOmposicién de anticuerpo_ anti-MCP-1, para administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva para modular o tratar por lo. menos una condicion
relacionada cb'n MCP-1 en una célula, tejido, 6rgano,'animal o paciente y/o,
antes, durante o después de una condicion relacionada, como se conoce en la
técniqa y/o como se describe aqui. En otro aspecto, la presente invéncic')n
provee por lo menos un anticuerpo anti-MCP-1 de mamifero aislado, que

comprende ya sea (i) todas las secuencias de aminoacidos de. las regiones

/2
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determinantes de complementariedad (CDR) de cadena pesada ID NOS: 6, 7

y 86 9; o (i) todas las secuencias de aminoacidos de las CDR de cadena

ligera de SEQ ID NOS: 13, 14y 156 16.

La presente invencion también provee por lo menos una
composicion, dispositivo y/o método de suministro de una cantidad

terapéuticamente o profilacticamente efectiva de por lo menos un anticuerpo

anti-MCP-1, de conformidad con la presente invencion.
La presente invencion ademas provee cualquier invencion

descrita aqui.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra una grafica de columnas en donde cada

columna representa el nUmero de veces de incremento en la expresion de un

gen asociado con fibrosis en fibroblastos de UIP en comparacion con

fibroblastos aislados de tejido pulmonar no fibrético (normalizado a un valor de’

1): aSMA: PCOL1; PCOL3; CTGF: TGFp-1; TGFBR1; TGFBR2; IL13RaT;

IL13Ra2.

La figura 2 es una grafica de columnas que muestra el efecto de

TGFp1, PDGF y CCL2 sobre la expresion de aSMA por fibroblastos derivados

de tejido pulmonar no fibrético y fibrético.

La figura 3 son dos gréaficas de columnas que muestran el efecto

de TGFB1, PDGF y CCL2 sobre la expresién del gen de procolageno | (A) y

I3
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procolageno I (B) por fibroblastos derivados de tejido pulmonar no fibrético y

fibrético.

~ La figura 4 es una gréfica de columnas que muestra el efecto de :
TGFp1, PDGF y CCL2 sobre la expresion del gen de'TGFb1 por fibroblaétoé o
- derivados de tejido pulm_ovnarno fibrético y fibrotico.

La figura 5 es una grafica de columnas que muestra el efecto de -

TGFB1, PDGF y CCL2 sobre la expresion del gen de CTGF por fibroblastos
derivados de tejido pulmonar no fibrético y fibrotico.

La figura 6 son dos gréficas de columnas que muestran el efecto
de TGFB1, PDGF y CCL2 sobre la expresion del gen de TGFBRI (A) y

TGFBRIl (B) por fibroblastos derivados de tejido pulmonar no fibréticd y

| fibrético.

La figura 7 son dos graficas de columnas que muestran el efecto
dé TGFb1, PDGF y CCL2 sobre la expresion del gen de IL13Ral1 (A) y

IL13Ra2 (B) por fibroblastos derivados de tejido pulmonar no fibrético- y

- fibrético.

BREVE DESCRIPCION DEL LISTADO DE SECUENCIAS

"SEQID o

NO | Descripcion o

1 MCP-1 humana (CCL2) y variantes usadas para seleccionar
enlazadores de anti-MCP-1 v :

2 Secuencia variable de cadena pesada de VH1A: FR1, CDRT, |
FR2, variantes de CDR2, FR3, CDR3, FR4

Yy



3 Secuencia variable de cadena pesada de VH3: FR1, CDR1, FR2,
variantes de CDR2, FR3, CDRS3, FR4.
4 | Secuencia variable de cadena ligera de Kappa3: FR1, CDR1,
v 'FR2, CDR2, FR3, variantes de CDR3, FR4 '
5 Secuencia variable de cadena ligera de Lambda3: FR1, CDR1,
FR2, CDR2, FR3, variantes de CDR3, FR4 .

6 VH1A CDR1 All MOR03471

7 VH1A CDR2 3781, 3790, CNTO 888

8 VH1A CDR2 3899

9 VH1A CDR3 All MOR03471

10 VH3 CDR1 All MOR03548

11 VH3 CDR2 3744, 3747

12 VH3 CDR3 All MOR03548

13 Kappa3 CDR1 All MOR03471

14 Kappa3 CDR2 All MOR03471

15 Kappa3 CDR3 3781
16 Kappa3 CDR3 3790, CNTO888

17 Kappa3 CDR3 3899

18 Lamda3 CDR1 All MOR03548

19 Lamda3 CDR2 All MOR03548

20 Lamda3 CDR3 3744 ‘

21 Lamda3 CDR3 3747

22 | Variantes de CDR2 de VH1A

23 = | Variantes de CDR2 de VH3

24 Variantes de CDR3 de Lk

25 Variantes de CDR3 de LA

26 Variantes de CDR1 de HC

27 Regién variable de cadena pesada de CNT0888

128 Regién variable de cadena ligera de CNTO888

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Abreviaturas
Abs: anticuerpos, policlonal o monoclonal; Ig: inmunoglobulina;
Mab: anticuerpo monoclonal; V: dominio variable de un anticuerpo; C:

dominio constante de un anticuerpo; H: cadena pesada de un anticuerpo; L. -
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' cadena ligera de un anticuerpo; HRCT: tomografia computarizada de alta

resolucion; PDGF — AB: factor de crecimiento de plaquetas alfa/betai CTGF:. .

factor de crecimiento de tejido conectivo; CXC: quimiocina de la subclase
CXC; aSMA: actina de musculo alfa-suave; PCOLA1: probolégeno‘l; PCOL3:
procolégeno HI; TGFB1: factor de -Crecimiénto transformante beta-1; TGFBRj:
receptor de TGFp de tipo I; TGFBR2: receptor de TGF( de tipo II; IL13Ra1:
subunidad alfa 1 de receptor de interleuéina-13;’ IL13Ra2: subunidad alfa 2 de

receptor de interleucina-13.

Definiciones

El término "anticﬁerpo”v aqui se usa en el sentido mas amplio.
Como se usa aqui, un "anticuerpo” incluye anticuerpos enteros y cuanQief
fragmento de unién a antigeno o una cadena sencilla del mismo. Por lo tanto,
el anticuerpo incluye cualquier molécula que contiene protéina o péptido que'
comprende por lo menos una porcion de una molécuia de inmunoglovbulina, tal
como pero sin limitarse a .por io mehos una region deterfninante-’de
complementariedad (CDR) de una cadena pesada 0 I_igera 0 una porcion dev
unién a ligando de la misma, una region variable de _c_adena pesada o cadena
Iigera, una region constante de cadena pesada o cadena ligera, uha region de
marco de trabajo (FR), o Cualquier porcion de las mismas, 6 por lo menos una
porcion de una proteina de unién, que se puede'incorpofar. en un ahticuerpo
de la presente invencion. El término “anticuerpd” ademas pre_iende abarcar

anticuerpos, fragmentos de digestién; porciones especificadas y variantes-de

A
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‘los mismos, incluyendo miméticos de anticuerpo o que comprende porciones

de anticuerpos que simulan la estructura y/o funcion de un anticuerpo o

fragmento o porcidn especificada de los mismos, incluyendo anticuerpos de '
‘cadena sencilla y fragmentos de los mismos. Los fragmentos funciohales )
incluyen fragmentos de unién a antigeno a un objetivo preseleccionado.

Ejemplos de fragmentos de union abarcados dentro del término "porcion de

unién a antigeno" de un anticuerpo _incluyen (i) un fragmento Fab, un

fragmento monovalente que consiste de los dominios VL, VH, CL y CH; (ii) un

fragmento F(ab')2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos

Fab enlazados por un puente de disulfuro en la regién de gozne;. (jii) un
fragmento Fd que consiste de los dominios VH y CH; (iv) un fragmento Fv que
consiste de los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un
fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), que consiste de un
dominio VH; y (vi) una regién det_erminanté de complementariedad. aislada

(CDR). Ademas, aunque los dos dominios del fra'gmento Fv, VL y VH, son

codificados por genes separados, se pu_edeh. unir, usando _métodos
- recombinantes, por un enlazador sintetico que_perrhite que se hagah .com'o
- una cadena de una proteiha individual en la cual las regiones VL y VH se
parean para formar moléculas monovalentes ((.:on'ocid.as como Fv de cadena |
v.sencilla (scFv); véase v.gr.v, Bird et al.1988 Sciehbe 242:423-426, y Husfon et
al. 1988 Proc. Natl. Acad Sci. USA 85:5879-5883. También,se pretende que

dichos anticuerpos de cadena sencilla sean abarcados dentro del término

"porcién de unién a antigeno" de un anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo

%a
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se obtienen usando técnicas convencionales conocidas por los expertos en la

© técnica, y los fragmentos se determinan selectiVamente para utilidad de la

misma manera que los anticuerpos intactos.

Por “CCR2’ se entiende CCR2A humano (MCP-1RA,

- NP_000638) y/o CCR2B humano (MCP-1RB, NP_000639) y proteinas que

tienen una secuencia de aminoacidos que es la misma que la de una proteina
CCR2 de mamifero correspondiente que ocurre naturalmente o endbgena
(v.gr., proteinas recombinantes). CCR2A, isoforma A, tiene C-terminal distinto

y es 14 amino&cidos mas largo que CCR2B, isoforma B, debido a empalme

‘alternativo en la region codificadora que da por resultado un desplazamiento

de marco y uso de un coddn de detencién-hacia el extremo 3’ (Charo, et al.

-1994. Proc. Natl. Acad. Sci. US.A. 91 (7): 2752-2756). CCR2, como se definé

aqui, incluye proteina receptora madura, variantes polimoérficas y alélicas, e

~ isoformas de CCR2 de mamifero (v.gr., producida por empalme alternativo u

otros procesos celulares), y formas modificadas o no modificadas de los
anteriores (v.gr., dlicosilada, no glicosilada). Dicﬁas ’proteinaé' pueden ser
recuperadas o aisladas de una fuente que naturalmente produce, por ejemplo_,
CCR2 de mamifero. |

Un "antagonista de CCRZ” previene las funciones biolégicas o]
bioactividad asociada éon CCR2A o CCR2B en células que- despliégan

CCR2A o CCR2B u otras isoformas o variantes como se define aqui. Los

' antagohistas incluidos dentro del alcance de la presente invencion incluyen

anticuerpos, péptidos de secuencia sintéticos o intactos y antagonistas de
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molécula pequena, que unen MCP-1/CCL2 o CCR2 o que impideh la unién de

CCR2 con sus ligando(s) cognados y por lo tanto inhiben las funciones

biologicas de CCR2. Por lo tanto, un inhibidor se refiere a sustancias que

incluyen antagonistas que se unen a receptor (v.gr., un anticuerpo, un mutante
~de un ligando natural, moléculas organicas de peso molecular bajo, otros

inhibidores competitivos de unién a ligando), y sustancias que inhiben funcién

del receptor sin unirse al mismo (v.gr., un anticuerpo anti-idiotipico).
Por “neumonia intersticial usual’ o “UIP” también se conoce
clinicamente e histiolégicamente como “fibrosis puimonar idiopatica” o “IPF” y

“alveolitis. fibrosante criptogénica”’. Es el mas comin de los seis subtipos

- histolégicos de neumonia interrsticial idiopatica (1IP). Otras IIPs son: neumonia
'intersticial_ no especifica (NSIP), neumonia organizante de bronduiolitis
obliterante (BOOP); enfermedad pulmonar intersticial asociada con

bronquiolitis respiratoria (ILD); neumonia intersticial descamadora; t neumonia

intersticial aguda (AIP).
Por “MCP-1” se entiende la secuencia de 76 aminoéacidos en el
acceso a registro de NCBI No. NP_002973 y variadamente conocida como

MCP (prdteina quimiotactica de monocitos), SMC-CF (factor quimiotactico de

células de musculo liso), LDCF (factor quimiotactico derivado de linfocitos),
'GDCF (factor quimiotactico de monocitos deriv.ado de glioma), TDCF v(factores -
quimiotacticos derivados de tumor), HC11 (citosina humana 11), MCAF (factor -

“quimiotactico y activador de monocitos). El simbolo dé' gen'es SCYAZ, él gen

JE en el cromosoma humano 17, y la nueva designacién es CCL2 (Zlotnik,
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Yoshie 2000. Immunity 12:121-127). JE es el homdlogo de ratéon de MCP-

1/CCL2 humano.

Una molécula pequeia antagonista de MCP-1 se refiere a

cualquier compuesto quimico adecuado que inhibe la actividad de MCP-1 y se

puede usar un terapéutico potencial. Dichos compuestos son conocidos en la

técnica, tales como derivados de indol, derivados de amina ciclica, derivados '

de ureido, heterociclicos, anilidas y pirroles funcionales con la capacidad para

- bloquear la union de CCL2'a CCR2B, y/o inhibicién de CCR1 o0 CCL2 mismo,

como se describe en las publicaciones del PCT WO 9905279 (1999), wO

9916876 (1999), WO 9912968, WO 9934818, WO 9909178, WO 9907351,

WO 9907678, WO 9940913, WO 9940914, WO 0046195, WO 0046196, WO

0046197, WO 0046198, WO 0046199, WO 9925686, WO 0069815, WO

0069432, WO 9932468, WO 9806703, WO 9904770, WO 99045791, cada una

de las cuales se incorpora aqui por referencia en su totalidad. -

Como se usa _aqui, "tratamiento” usado en esta invehcién
significa tratamientos que,comprer_]den "controlar" y- "revertir" las sefales
funcionales o histologicas de rechazo crénico.

Los mamiferos que pueden ser tratados en la presente invencion

incluyen mamiferos de ganado tales como vacas, caballos, etc., animales

domésticos tales como perros, gatos, ratas, etc., y humanos, preferiblemente

humanos.
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Citas

Todas las publicaciones o patentes citadas aqui se incorporan:.

aqui por referencia en su totalidad ya que muestran la técnica mas avanzada

~en el tiempo de la presente invencion y/o para proveer descripcion y
habilitacion “de la presente invencion. Las publicaciones se refieren a

‘cualesquiera publicaciones cientificas o de patentes, o cualquier otra

informacién disponible en cualquier formato de medio, incluyendo todos los

formatos grabados, electronicos o impresos. Las siguientes referencias se.
incorporan aqui por referencia en su totalidad Ausubel, et al., ed., Current

Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., NY, NY (1987-2006;

Sambrook, et al., Molecular Cloning: A vLaboratb‘ry }I.Vlianual, 2a edicion, Cold
Spring Harbor, NY (1989); Harlow and Lane, antibodies, a Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor, NY (1989); Colligan, et al., eds., Current Protocols in
Immunology, John Wiley & Sons, Inc., NY (1994-2006); Colligan et al., Current

Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, NY, NY, (1997-2006.)

Compuestos de la invencidon para neumonia intersticial usual

(UIP) v fibrosis pulmonar idiopatica

MCP-1 se sabe que se une y proporciona sefial a través del
receptor de quimiocina CCR2. CCR2 es un receptor acoplado a proteina G
con alcance de siete transmembrana expresado en muchas células

incluyendo monocitos, células T, células B y baséfilos. Los dos receptores

- especificos . de MCP-1, CCR2A y CCR2B, han sido. clonados los cuales
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proporcionan sefial en respuesta a concentraciones nanomolares (nM) de
MCP-1. CCR2A (CC-CKR2A) y CCR2B (CC-CKR2A) representan dos ADNc

que codifican dos receptores especificos de MCP-1 con colas de carboxilo

alternativamente empalmadas. MCP-1 se une a ambas isoformas con alta

afinidad. MCP-1 induce flujo de calcio en células que expresan CCR2B pero

no en componente que expresan CCR2A. MCP-1 5 veces menor induce

‘quimiotaxis de células que expresan CCR2B en comparacion con celulas que

expresan CCR2A.

Otras proteinas con cierta homologia funcional y de secuencia a
MCP-1 humano son conocidas. Especialmente similares.a MCP-1 (GenB'ank
NP_002973) son YMCP-2 (GenBank NP_005614) vy ebtaxin (GénBank
P_51671); MCP-2 que tiene 61.8 por ciento y eotaxin-1 que tienen 63.2 por

ciento de identidad de secuencia a MCP-1. El intervalo de actividades vy

espectro de involucramiento de esas proteinas en mecanismos homeostaticos

humanos y patologia no es bien entendido para los homdlogos de MCP-1. Por

ejemplo, MCP-2 (renombrado CCL8) esta estrechamente relacionado con

MCP-1 y MCP-3 (renombrado, CCL7, Genba_nk NP;006264) y usa CCR1 a'siv

como CCR2B como sus receptores funcionales. MCP-3 se une al receptor

designado D6. MCP-3 también se une a CCR10 y'CCR1. La secuencia de

proteina de MCP-3 (97 aminoacidos) muestra 74 por ciento de identidad con

MCP-1 y 58 por ciento de homologia con MCP-2. MCP-3 _secretado difiere de

‘MCP-1. en que es N-glicosilado. MCP-4 (renombrado C_CL1_3, Genbank

NP_005399) comparte 56-61 por ciento de identidad de secuencia con las tres
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proteinas quimiotacticas de monocitos conocidas y es 60 por ciento idéntica

con Eotaxin-1. Las funciones de MCP-4 parecen ser altamente similares a las

de MCP-3 y Eotaxin. Igual que MCP-3, MCP-4 es un quirhioatrayente.pdtente‘

~ para monocitos y linfocitos T. Es inactiva sobre neutréfilos. En monocitos,

MCP-4 se une a receptores que reconocen MCP-1, MCP-3, RANTES (CCL5),

-y eotaxin, los receptores de CCR1 y CCR3 y muestra desensibilizacién' |

cruzada completa con eotaxin-1. MCP-5 es CC-quimiocina de murino y esta -

mas estrechamente relacionada con MCP-1 humana (66 % de entidad de

aminoacidos). El simbolo de genes para MCP-5 es SCYA12 (renombrado |

CCL12). Las células transfectadaé'con el receptor-de quimiocina CCR2 se ha

mostrado que responden a MCP-5. informacion general sobre citocinas y

- quimiocias esta disponible en Internet de red mundial y para el sistema de

clasificacion actual, Zlotnik A., Yoshie O. 2000. Chemokines: a new

classification system and their. role in immunity. Immunity 12:121-127.

La discusién anterior sirve para hacer énfasis en que un

antagonista puede impedir la funcién biologica de union a CCR2 ya sea por

accion directa sobre CCR2 o uno de sus ligandos, CCL2, CCL7, CCL8. En

una modalidad de la in\‘/en‘cic')n, el antagonista se une a MCP-1/CCL2 y

neutraliza su capacidad para unirse a CCR2. -
Anticuerpos anti-CCR2 se describen en US6084075, US6458353

y US6696550. En una modalidad del método de la invencion, un método para

inhibir la interaccion biologica de una célula que tiene CCR2 de mamifero con

una quimiocina, comprende poner en contacto dicha célula con una cantidad
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efectiva de un anticuerpo o fragmento funcional del mismo que se une a

" CCR2 0 una porcién de dicho receptor. En una. modalidad, el anticuerpo es
~ anticuerpo ‘.mbnoclonal (mAb) LS132.1D9 (1D9) o un anticuérpo, que puede ”
- competir con 1D9 para unirse'a CCR2 humano o una porcion de CCR2

- humana. También se contemplan fragmentos funcionales de los anticuerpos

anteriores.
* Anticuerpos capaces de unirse a MCP-1 se han reportado:
JP9067399 describe Uh anticuerpo obtenido de células de sangre aisladas y

JP05276986 describe un hibridoma que secreta MCP-1 antihumano de IgM.

- Mas recientemente, anticuerpos capaces de unir una pluralidad de beta-

quimiocinas incluyen MCP-1 se describieron (W003048083) y un anticuerpo

de union a MCP-1 que también se une a eotaXin (US20040047860). Los

anticuerpos que se unen selectivamente y neutralizan homoélogos de ratén de

| MCP-1/CCL2 humano o MCP-1/CCL2 humano se describen en las solicitudes

de patente cqpendien_tes de E.U.A. Series No. 11/170,453 y 60/682,654 cuyos

contenidos y ensefianzas se incorporan aqui por referencia.

En una modalidad de la invencién, el an'ta'gonista de CCR2 es un

~anticuerpo . MCP-1/CCL2 antihumano designado C775 que puede ser

“producido por una linea celular designada C1142 como se describe en la

solicitud de ‘patente copendiente de E.U.A. Serie No. v11/170,453,'variantes
tales como formas humanizadas y reconfiguradas, formas truhcédas, 0

fragmentos de union de las mismas como se describe aqui. En otra

modalidad, el antagonista de CCR2 es el anticuerpo MCP-1/CCL2 antihumano

2Y
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designado variantes de CNTO888, formas truncadas o fragméntos de. unién

de los mismos como se define aqui y como se describe en las solicitudes de.

' '_ihcorporan aqui por referencia.

En una modalidad, el anticuerpo MCP-1 que comprende

regiones variables de cadena pesada y de cadena ligera que comprende SEQ

ID NOS: 27 y 28. El anticuerpo puede comprender por lo menos una region -

variable de cadena pesada y por lo menos una regién variable de cadena

ligera, dicho anticuerpo comprendiendo todas las secuencias de aminoacidos
de la regién determinante de complementariedad de cadena pesada y cadena

ligera (CDR) de SEQ ID NOS: 6, 7, 9, 13, 14, y 16. El ‘anticuerpo comprende -

por lo menos una regién variable que comprende por lo menos una cadena

pesada y por lo menos una cadena ligera, el anticuerpo MCP-1

comprendiendo tanto regiones variables de cadena pesada como de cadena

ligera que comprenden SEQ ID NOS: 27 y 28. El anticuerpo puede

comprender por lo menos una region variable de cadena pesada y por lo

menos una region variable de cadena ligera, dicho anticuerpo comprendiendo

todas las éecuencias de aminoacidos de la region determina’nfe de
comp-lementariedad de cadena pesada y cadena ligera (CDR) de SEQ ID
NOS: 6, 7, 9, 13, 14, y 16‘. El anticﬂerpo puede comprendef por o menos una
CDR de cadena pesada o cadena ligera que tiene 'Ié secuencia de

aminoacidos de por lo menos una de SEQ ID NOS: 6, 7, 9, 13, 14, y 16. El

anticuerpo alternativamente puede comprender una region variable de cadena .
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pesada o cadena ligera de por lo menos una de SEQ ID NO: 2-5 que

comprende ademas una region determinante de complementariedad (CDR) de

una cadena pesada o ligera o una porcién de unién a ligando de la misma

seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID NO: 6-26; y, opcionalmente
asociada funcionalmente con una region de marco de trabajo, opcionalmente
comprendiendo ademas por lo menos CH1, gozne, CH2, o CH3 de una
inmunoglobulina humana.

Truncaciones, variantes, proteinas mutantes o “muteinas” de

MCP-1/CCL2 que tienen la capacidad para unirse a CCR2 y tienen actividad

antagonistica también se pueden usar para poner en practica el método de la '

invencién. Variantes de quimiocinas formadoras de homodimero, tales como
CCL2, que tienen una sola sustitucion de aminoacidos en la interfaz de
dimerizacion que altera el patrén de uniones de hidrégeno, para dar por

resultado un mondmero obligado que se une al receptor y tiene propiedades

agonisticas in vitro pero que pueden antagonizar quimiocinas naturales y

tienen actividad antiinflamatoria in vivo como se ensefia en WO05037305A1
estan entre las variantes utiles en la practica de la presente invencion. Un
antagonista de péptido de MCP 1, es el MCP-1(9- 76) truncado, que se mostro
que previene el inicio de enfermedad y reduce sintomas de enfermedad en un
modelo de ratén de artritis (Jiang-Hong Gong, et al., J. Exp. Med. 1997,

186:131).
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Modulacion de expresion de CCR2/CCL2

Un método alternativo de antagonizar la interaccion de CCR2

con sus ligandos, es eliminando el gen de expresiéon de CCR2 o sus ligandos,

especialmente MCP-1/CCL2, usando, v.gr., métodos de silenciamiento de

ARN. Por lo tanto, en otra modalidad, compuestos utiles para poner en
practica el método de la invencion son Aacidos nucleicos, incluyendo
oligonucledtidos y polinucledtidos en orientacion de sentido o antisentido, y
moléculas de acido nucleico de cadeha sencilla o doble cadena (v.gr., ARNic)
que dirigen secuencias de MCP-1 e inferf_ieren con la expresion del gen MCP-
1 o0 que dirigen CCR2 interfieren con la expresion de gen de CCR2.

La expresion de genes puede ser modulada de varias maneras

diferentes, incluyendo durante el uso de ARNic, ARNpc, moléculas de

antisentido y ADNzimas, ARNic y ARNpc funcionan ambas mediante la via de
iARN y se han usado exitosamente para suprimir la expresion de genes. iARN
se descubrié primero en gusanos y el fendmeno de silenciamiento de genes
relacionado con ARNdc fue reportado por primera vez en plantas por Fire y
Mello (Fire et al., 1998. Nature 391: 806) y se piensa que es una forma para
que las células vegetales combatan infeccion con virus de ARN. En esta
trayectoria, el producto viral de ARNdc largo es procesado en fragme'ntos mas
pequenas de 21-25 pb de longitud por una enzima similar a un cortador y
después la molécula de doble cadena es desenrollada y cargada en el
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC, por sus siglas en inglés).

Una trayectoria similar ha sido identificada en células de mamifero con la
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notable diferencia de que las moléculas de ARNdc deben ser mas pequenas -

‘que 30 pb de longitud a fin de evitar la induccion de la llamada respuesta de

interferon, que no es especifica de gen y conduce a la interrupcion giobal dela
sintesis de proteina de célula. |

"ARNic sintéticos pueden ser disefiados para dirigir
especificamente un gen y pueden ser faciimente suministrados a células in
vitro o in vivo. ARNpc son equivalentes de ADN de moléculas de ARNic y
tienen la ventaja de ser incorporadas en el genoma de las células y después'
ser replicadas durante cada ciclo mitético.

ADNzimas también se han usado para modular la expresion de
genes. ADNzimas son moléculas de ADN cataliticas que digieren ARN de
cadena sencilla. Son altamente selectivas para la secuencia de ARN objetivo
y como tales pueden ser usadas para regular descendentemente genes

especificos a través de la direccion de ARN mensajero.

La interferencia de ARN se refiere al proceso de silenciamiento

de genes post-transduccionales especificos de secuencia en animales

mediados por ARN de interferencia cortos (ARNic) (Zamore et al.', 2000, Cell,

101, 25-33; Fire et al., 1998, Nature, 39_1, 806; Hamilton et al., 1999, Science,

286, 950-951; Lin et al., 1999, Nature, 402, 128-129; Sharp,'1999,'Genes &

Dev., 13:139-141; y Strauss, 1999, Science, 286, 886). La presencia de

ARNdc en las células dispara la respuesta de iARN a través de un mecanismo
que aun ha de ser caracterizado por completo. Este mecanismo parece ser

diferente de otros mecanismos conocidos que involucran ribonucleasas
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especificas de ARN de doble cadena, tales como la respuesta de interferon

~que resulta de activacion mediada por ARNdc de PKR de proteina cinasa y

2',5'-oligoadenilato sintetasa que da por resultado digesti()n no especifica de

ARNm por ribonucleasa L (véase por ejemplo patentes de E.U.A. Nos.

6,107,094, 5,898,031; Clemens et al., 1997, J. Interferon & Cyt-okine} Res., 17,

503-524; Adah et al., 2001, Curr. Med. Chem., 8, 1189).

La presencia de ARNdc largo en células estimulan la actividad -

- de una enzima ribonucleasa lll referida como un cortador (Bass, 2000, Cell,

101, 235; Zamore et al., 2000, Cell, 101, 25-33; Hammond et al., 2000,
Nature, 404, 293). El cortador esta implicado en el procesamiento de ARNdc
en pieZas pequeias de ARNdc conocidas con ARN de interferencia corta
(ARNic) (Zamore et al., 2000, Cell, 101, 25-33; Bass, 2000, Cell, 101, 235;
Berstein et al., 2001, Nature, 409, 363). Los ARN de interferencia corta
derivados de la actividad de cortador son tipicamente de aproximadamente 21
a aproximédamente 23 nucledtidos _de' longitud y comprenden
aproximadamente dﬂblex de 19 pares de bases (Zamore et al., 2000, Cell,

101, 25-33; Elbashir et al., 2001, Genes Dev., 15, 188). El cortador témbién ha

sido implicado en la escision de ARN temporales pequéﬁos de 21 y 22

nucledtidos (ARNtp) a partir del ARN precursor de estructura conservada que

estan implicados en el control de traduccion (Hutvagner et al., 2001, Science,

293, 834). La respuesta de iARN también presenta un complejo de

- endonucleasa, comuUnmente referido como un complejo de silenciamiento

inducido por ARN (RISC), que mediabla digestion del ARN de cadena sencilla
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que tiene secuencia complementaria a la cadena de antisentido de duplex de

ARNic. La digestion del ARN objetivo tiene lugar a la mitad dela regién_-

complementaria a la cadena de antisentido del duplex de ARNic (Elbashir et

al., 2001, Genes Dev., 15, 188).

 ARNic son ARN de doble cadena que incluyen la secuencia}

objetivo y su complemento. Dos residuos de uridina se afiaden al extremo 3'

de los ARN (Elbashir et al. 2001 Nature 411:494-498).

Interferencia de ARN (IARN) se usa ahora rutinariamente en

células de mamifero para estudiar las.consecuencias funcionales de reducir la
expresién de genes especificos. iIARN es inducido al transfectar ARN de

interferenc_iav' pequefia (ARNip), que comprende moléculas de ARN de doble

cadena ~21 nt de longitud con residuos 2 nt 3' (Elbashir et al. 2001 supra), 0 -

moléculas de 45-50 meros (ARNpc) formadoras de pasador (Paddisoh, PJ, et
al., 2002. Genes & Development 16:948-958), que son cdmplementarias al
gen de interés. Cuando son transfectados a células de mamifero, los
plasmidos de expresion de ARNip se ha mostrado que reducen el nivel tanto

de productos de gen exdégenos como endogenos. Aunque requieren mas

esfuerzo para preparar que los ARNip quimicamente sintetizados o transcritos-

in vivo, los vectores de ARNic pueden proveer reduccion a plazo mas largo en
expresion de genes objetivos cuando se coexpresen con un marcador

seleccionable (Brummelkamp, TR, et al., 2002. Science.296:550—553).' S
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Antagonistas no de proteina, no de acido oligonucleico

Farmacos de molécula pequena y peptidomiméticos pueden ser -

antagonistas de CCR2. Por ejemplo, los documentos W004069809,

WO004069810, WO05118574, WO06015986 ensefan mercaptoimidazoles

~ como antagonistas de receptor de CCR2. Otras moléculas vpequeﬁas que

presentan las propiedades biolégicas deseadas se pueden seleccionar por

determinacién selectiva usando métodos tales como aquellos descritos aqui y

tendran la propiedad de prevenir rechazo crénico y supervivencia de injerto

prolongada. -

Métodos para hacer anticuerpos

Anticuerpos antagonistas de CCR2 de la 'presénte invencion

pueden ser opcionalmente producidos por una variedad de técnicas,
incluyendo técnica de hibridacion de células somaticas estandar (método de

hibridoma) de Kohler y Milstein (1975) Nature 256:495. En el método de

hibridoma, un ratdn u otro animal hospedero apropiado, tal como un hamster o '

mono macaco, es inmunizado como se describe aqui para inducir linfocitos

que produzcan o que sean capaces de producir anticuerpos que se uniran

especificamente a la proteina usada para inmunizacion. Alternativamente, los
linfocitos pueden ser inmunizados in vitro. Los linfocitos entonces son

fusionados con células de mieloma usando una gente de fusion adecuado tal

como, polietilenglicol, -para formar una célula de hibridoma (Goding,

Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp.59-103 (Ac'ademichress,
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1986)).

: “El anticuerpo antagonistico de CCR2 tambiéh puede ser
op}cionalme_nte generado por inmunizacion de un animal transgénico (v.gr.,
ratdn, rata, hamster, primate no humano y similares) capaz de' producir un
repertorio de anticuerpos humanos, Como se describe aqui y/o como se
conocen en la técnica. Células que producen, v.gr., un anticuerpo anti-MCP-1
humano se pueden aislar de dichos animales e inmortalizar usando métodos
adecuados tales como los métodos descritos aqui.}

El uso ‘de ratones “transgénicos que portan Joci - de
inmunoglobulina humané (Ig) en su configuraciénv dé linea germinal proveen el
asilamiento de anticuerpos monoclonales complétamente humanos de alta
afinidad dirigidos contra una variedad de objetivos incluyendo autoantigenos

humanos para los cuales el sistema inmune humano normal es tolerante

(Lonberg, N. et al., US5569825, US6300129 y 1994, Nature 368:856-9; Green, .

L. et al., 1994, Nature Genet. 7:13-21; Green, L. y Jakobovits, 1998, Exp. Med.
188:483-95; Lonberg, N y Huszar, D., 1995, Int. Rev. Immunol. 13:65-93;

Kucherlapati, et al. US6713610; Bruggemann, M. et al,, 1991, Eur. J. Immunol.

. 21:1323- 1326; Fishwild, D. et al., 1996, Nat. Biotechnol. 14:845-851; Mendez,

M. et al., 1997, Nat. Genet. 15:146-1356; Green, L., 1999, J. Immunol. Methods

231:1_1_23: Yang, X. et al., 1999, Cancer Res. 59:1236-1243; Briggemann, M.

y Taussig, M J., Curr. Opin. Biotechnbl. 8:455-458, 1997; Tomizuka et al. .

W002043478). Los loci de inmunoglobulina endogena en dichos ratones

pueden ser perturbados o deletados para eliminar la capacidad del animal
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para producir anticuerpbs codificados por genes endégehds. Ademas,
compaiiias tales como Abgenix, Inc. (Freemont, Calif.) y Medarex (San Jose,

Calif.) pueden ser c‘ontactédés para proveer anticuerpos hUnﬁ'anos dirigidos.
contra un antigeno seleccionado usando tecnologia como se describié anteé.

La preparacién de antigenos inmunogénicos y la p‘rodUcci'c')h de
anticuerpo monoclonal se pueden realizar usando cualquier técnica adecuada
tal como pfoduccién de proteina recombinante. Los antigenos inmunogénicos
se pueden administrar a un animél en fbrma dé una proteina purificada,'.o
mezclas de proteinas incluyendo células completas o extractos de células o}
tejido, o el antigeno se puede formar de nuevo en el cuerpo del animal a partir
de acidos nucleicos que codifican el antigeno o una porcién del mismo.

La inmunizacion con antigeho puede ser opcionalmente
acompanada por la adicion de un adyuvante, tal como adyuvante completo de
Freund. La respUesta ihmune puede ser monitoreada durante el curso del
protocolo de inmunizacién con muestras de plasma que son obtenidos por
sangrados retroorbitales. El plasma puede ser determinado selectivamente
por ELISA (como se describe mas adelante), y ratones con suficientes titulos
de inmunoglobulina anti-MCP-1 se pueden usar para fusiones. Los ratones
pueden- ser- reforzados intravenosamente por antigeno 3 dias antes del .
sacrificio y remocion del bazo. Se espera que 2-3 fusiones para cada antigeno
puedan necés_'itar ser realizadas. Varios 'ratones seran inmunizédos p_ara cada
antigeno. |

 Para generar hibridomas productores de' anticuerpos
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antagonistas de CCR2 monoclonales, esplenocitos y células de nodo Iinfético u

de ratones inmunizados se pueden aislar y fu3|onar a una linea de células

mmortahzada apropiada, tal como una linea de células de mieloma de raton.

Los. hibridomas resultantes pueden ser determinados selectivam’en}te’_ para la

produccion de anticuerpos especificos de antigeno.
Una linea de células inmortal adecuada incapaz de producir

cadenas de inmunoglobulina se selecciona de un progenitor de fusion, v.gr.,

una linea de células de mieloma tal como, pero sin limitarse a Sp2/0 y lineas
de células derivadas, NS1 y derivados, especialmente lineas de NSO

manipuladas genéticamente tales como GS-NSO, AE-1, L.5, P3X63Ag8.653,

U937, MLA 144, ACT IV, MOLT4, DA-1, JURKAT, WEHI, K-562, COS, RAJI,
NIH 3T3, HL-60, MLA 144, NAMAIWA, NEURO 2A, CHO, PerC.6, YB2/O o
similares, o heteromielomas, productosvde fusion de las mismas o cualquier
célula o célula de fusion derivada de las mismas, o cualquier otra linea de
células adecuada como se conocé_ en la técnica (Birch et al. 1994, Biovlogics

22:127-133). Las células fusionadas (hibridomas) o células recdmbinantes se

pueden aislar usando condiciones de cultivo selectivas u otros métodos

conocidos adecuados, y se pueden clonar por dilucién limitante o distribucion

de células, u otros métodos conocidos. l.as células que producen anticuerpos

con la especificidad deseada se pueden seleccionar por una prueba adecuada

- (v.gr., ELISA) y seleccionar para manipulacion.
Otros métodos adecuados para generar o aislar anticuerpos de

la especificidad requerida se pueden usar, incluyendo, pero sin limitarse a,
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métodos que seleccionan anticuerpo recombinante a partir de una genoteca

de péptido o proteina (v.gr., pero sin limitarse a, un bacteriéfago, ribosoma, -

oligonucleétido', ARN, ADNc o similares, gehoteca de desplie.g'u‘ei; v.gr., Como

esta disponible de Cambridge 'va‘ntibody Technologies, Cambridgeshire,” RU;

MofphoSys,'Martinsreid/PIanegg, DE; Biovation', Aberdeen, Scotland, RU; -

Biolnvent, Lund, Sweden; Dyax Corp., Enzon, Affymax/Biosite; Xoma,
Berkeley, CA; Ixsys. Véase, v.gr., EP 368,684, PCT/GB91/01134;

PCT/GB92/01755; PCT/GB92/002240; PCT/GB92/00883; PCT/GB93/00605;

us 08/350260(5/12/94); PCT/GB94/01422; PCT/GB94/02662;

PCT/GB97/01835; (CAT/MRC); WO90/14443; W090/14424;_ WO090/14430;
PCT/USQ4/1234; W092/18619; WQO96/07754; (Scripps); EP- 614 989
(MorphoSys); W095/16027 (Biolnvent); W088/06630; WO090/3809 (Dyax); US
4,704,692 (Enzon); PCT/US91/02989 (Affymax); WO89/06283; EP 371 998,
EP 550 400; (Xoma); EP 229 046;‘ PCT/US91/07149 (Ixsys); o péptidos o
proteinas estocasticamente generadas - US 5723323, 5763192, 5814476,

5817483, 5824514, 5976862, WO 86/05803, EP 590689 (Ixsys, ahora Applied

‘Molecular Evolution (AME), cada una incorporada aqui por referencia en su-

. totalidad) que son capaces de producir un repei‘torio de anticuerpos h_umanbs,

como. se conoce en la técnica y/o como se describe aqui. Dichas tévcnicas
incluyen, pero no se limitan a d_éspliegue de ribosomas (Haneé et al., Pch.
Natl. Acad. Sci. USA, 94:4937-4942 _(May'o 1997); Hanes et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 95:14130-14135 (Nov. .1998)); tecnologia productora de

anticuerpos de células individuales (v.gr., método de anticuerpo de linfocitos
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seleccionados (“SLAM”) (patente de E.U.A. No. 5,627,052, Wen et al., J.
Immunol. 17:887-892 (1987), Babcook et al., ‘Proc. Natl. Acad. Sci. USA

93:7843-7848 (1996)); microgotas de gel y citometria de qujb (Powell et al.,

~ Biotechnol. 8:333-337 }(1990); One Cell Systems, Cambridge, MA; Gr’ay_ét al.,

J. Imm.. Meth. 182:155-163 (1995); Kenny et al., Bio/Technol. 13:787-790
(1995)); seleccion de células B (Steenbakkers et al., Molec. Biol. Reports
19:125-134 (1994); Jonak et al,,'Progress Biotech,' Vol. 5, In Vitro

Immunization in Hybridoma Technology, Borrebaeck, ed., Elsevier Science

Publishers B.V., Amsterdam, Holanda (1988)).

La determinacion selectiva de anticuerpos para la union

especifica a proteinas o fragmentos similares también se pueden lograr -

convenientemente usando genotecas de despliegue de péptidos. El método

implica de determinacién selectiva de grandes colecciones de péptidos para

miembros individuales que tienen la funcion o estructura deseada. La

determinacién selectiva de anticuerpo usando genotecas de despliegue de

péptidos es conocida en la técnica. La sécuencias de pépti"dos_ desplegadas

pueden ser de 3 a 5000 o mas aminoécidos_ de |ongitud, frécuentemente de 5-

100 aminoéacidos de longitud, y frecuentemente de aproximadamente 8 a 25

aminoacidos de longitud. Las genotecas de despliegue de péptidos, vector, y

equipos de determinacion selectiva estan comercialmente disponiblés de
proveedores tales como Invitrogen (Carlsbad, CA), y Cambridge antibody
Technologieé (Cambridgeshire, RU). Véase, v.gr., patentes de E.U.A..Nos.

4704692, 4939666, 4946778, 5260203, 5455030, 5518889, 5534621,
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5656730, 5763733, 5767260, 5856456, cedidas a Enzon; 5223409, 5403484,

5571698, 5837500, cedidas a Dyax, 5427908, 5580717, cedidas a Affymax;

5885793, cedidas a Cambridge antibody Technologies; 5750373, cedidas a

Genentech, 5618920, 5505898, 5576195, 5698435, 5693493, 5698417,

cedidas a Xoma, Colligan, supra; Ausubel, supra; o Sambrook, supré, cada

una de. las patentes y publicaciones anteriores incorporadas aqui por

reférencia en su totalidad.

Fraqmentos de anticuerpo .

Los fragmentos de anticuerpo se pueden derivar por digestion -

proteolitica de anticuerpos intactos (véase, v.gr., Morimoto et al., Journal of

Biochemical and Biophysical Methods 24:107-117. (1992); y Brennan et al.,

Science, 229:81 (1985)). Sin embargo, estos fragmentos ahora pueden ser
producidas directamente por células hospedero recombinantes. Lds
fragmentos de anticuerpo F(ab’)2, Fab, Fv y ScFv pueden ser expresados

todos ellos en y secretados de células hospedero de mamifero. o de E. coli,

permitiendo}asi’ la produccion . facil de grandes cantidades de estos
fragmentos. Los fragmentos de anticuerpo pueden ser aislados de las
genotecas del fago de antiéuerpo des_crit'as anteriormente. Alternativamente,

fragmentos de Fab'-SH pueden ser directamente recuperados de E. coli y

quimicamente acoplados para formar fragmentos F(ab)2 (Carter et al.,

Bio/Technology 10:163- 167 (1992)). '

En otras modalidades, el anticuerpo es un fragmento Fv de
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cadena sencilla (scFv). Véase WO 93/16185; patente de E.U.A. No.-

 5,571,894; y patente de E.U.A. No. 5,587,_ 458.v Fv y sFv son especies con

sitios de 'combinaCié'n intactos, es decir, un dominio VH y VL, 'que estén

desprovistds de regiones constantes. Tipicamente, los dominios VH y VL son

clonados y manipulados por ingenieria genética nuevamente para estar dentro

de un polipéptido individual vy coneétados por un enlazador flexible_

suficientemente largo para permitir la interaccion de dos dominiosvdéntro del
polipéptidd individual. Alternativamente, se pueden construir proteinas de
fusién para producir fusion de una proteina efectora ya sea en el amino
terminal o el carboxi terminal de un sF.fv. Véase Antibody Engineering, ‘1995.

ed. Borreb,éeck.

Métodos de identificacion de antagonistas

Antagonistas de actividad biolc')gica de CCR2 pueden sér

[identificados usando pruebas in vitro adecuadas y modelos in vivo como se

ilustra mas adelante.

Las pruebas de inhibicion de unién se pueden ‘usar para

identificar anticuerpos o fragmentos'de los mismos que unén CCR2 e inhiben
Iavunién de_otrosvcdmpuesto tal como un ligando (v.gr., MCP-.1; MCP-2, MCP-
3 ylo MCP-4) a CCR2 o una variante funcional. Por ejémplo, una pruébé de
union se puede conducir en la cual una reduccion en la union de un Iigando de
CCR2 (eh presencia de un anticuerpo), en comparacién'vcon }Ia unién del

ligando en ausencia del anticuerpo, es detectada o medida. Una composicion
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gue comprende un CCR2 de mamifero aislado y/o recombinante o variante

funcional del mismo se puede poner en contacto con el ligando y anticuerpo

simultaneamente, o uno después del otro, en cualquier orden. Una reduccion
en el grado de union del ligando en presencia del anticuerpo es indicativa de

~ inhibicién de unién por el anticuerpo. Por ejemplo, la union del ligando podria

ser disminuida o anulada.

En una modalidad, la inhibicién directa de la unién de un Iigando :

(v.gr., una quimiocina tal como MCP-1/CCL2) a un CCR2 de mamifero o

variante  del mismo por un anticuerpo o fragmento es monitoreada. Por

ejemplo, la capacidad de un' anticuerpo para inhibir la union de MCP-1

marcada con 125(  MCP-2 marcada con 12_5I, MCP-3 marcada con 251 6 MCP-4

marcada con %’ a CCR2 de mamifero se puede monitorear. Dicha prueba se

puede conducir usando células adecuadas que contienen CCR2 o una

variante fuvn'cional del mismo, tal como células sanguineas aisladas (v.gr.,

- células T, PBMC) o una linea de células adecuada que expfesa naturalmente ,‘
" CCR2, 0 una linea de células que contiene acido nucleiéo que codifica CCR2
~deun mamifeiro o una fraccion de membrana de dicha célula, por ejemplo.
~Otros métodos de identificacion de Ia_presencia de uh ahticuerpo :

que unen CCR2 estan disponibles, tales como otras pruebas de union

adecuadas o métodos que monitorean eventos que son disparados por union
de receptor, incluyendo funcion de sefalizaciéon yo ‘estimulacion de una
respuesta celular (v.gr., transito de leucocitos).

Se entendera que el efecto inhibidor de anticuerpos de la
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presente invencion se puede evaluar en una prueba de inhibicion de union.

Competencia entre anticuerpos para union a receptor se puede evaluar en el

método. Anticuerpos que se identifican de esta manera pueden ser'evaluados' '

ademas para determinar si, después de la union, actan para inhibir otras

funciones de CCR2 ylo evaldah su utilidad terapéutica.

Pruebas de sefalizacion

La unién de un ligando o promotor, tal como un agonista, a
CCR2 puede dar por resultado la sefalizacion por este receptor acdplado a
proteina G, y la actividad de proteinas G asi como otras moléculas de-
sefalizacion intracelular es. estirhulada.‘ La induCcién de la funcion de

sefalizacion por un compuesto (v.gr., un anticuerpo o fragmento del mismo) -

puede ser monitoreado usando cualquier método adecuado. Dicha prueba se

puede usar para identificar agonistas de anticuerpo de CCR2. La actividad

inhibidora de un anticuerpo o fragmento funcional del mismo u otros

cdmpljestos antagonista de CC,'R2 candidato se puede determinar usando un

ligando o promotdr en la prueba, y evaluar la capacidad del anticuerpo para :

inhibir la actividad inducida por ligando o promdtor.

La actividad de proteina G, tal como hidrolisis de GTP a GDP,_b

eventos de sefializacion posteriores disparados por union a receptor, tal como

induccion de incremento rapido y transitorio en la concentracion de calcio libre
intracelular (citosolico) [Ca2+ ]I, se puede evaluar por métodos conocidos en

la técnica y otros métodos adecuados (véase v.gr., Neote, K. et al., Cell, 72:

fle)
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41 5-_425 1993): Van Riper et al., J. Exp. Med., 177: 851-856 (1993); Dahinden,

C. A etal., J. Exp. Med., 179: 751 75()(1994))

Por- ejemplo la prueba funcional de SledZIeWSkl et al. usando

receptores acoplados a proteina G hibridos se pueden usar para monitorear la
capacidad de un ligando o promotor para unirse a recéptor y activar una
proteina G (Sledziewski et al., patente de E.U.A. No. 5,284,746, cuyas

ensefianzas se incorporan aqui por referencia).

Dichas pruebas se pueden realizar en presencia del anticuerpo o

fragmento del mismo que se ha de evaluar, y la capacidad del anticuerpo o
fragmento para inhibir la actividad inducida por el ligando o promotor. se

determina usando métodos conocidos y/o método descritos aqui.

Quimiotaxis y prueba de estimulacién celular

Las pruebas de quimiotaxis también se pueden usar para evaluar

la capacidad de un anticuerpo o fragmento funcional del mismo para actuar -

como un antagonista de CCR2. La actividad inhibidora de un anticuerpo o

fragmento funcional del mismo u otro compuesto antagonista de CCR2

candidato para bloquear la unién de un ligando a un CCR2 de mamifero o
“variante funC|onaI del mismo e mh|b|r la’ quimiotaxis como una funcién

asomada con la unién del ligando al receptor es util a este respecto Estas -

pruebas se basan en la migracion funmonalv de células in vitro o in vivo
inducida por un compuesto, en este caso ya sea CCL2 u otro ligando capaz

de activar CCR2. La quimiotaxis puede ser evaluada, v.gr., en una prueba en

v
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la que se utiliza »uné placa de quimiotaxis de 96 pozos, O uéando otros
meétodos reconocidos en la técnica para evaluar quimiotaxfs. Por ejer_nplo,v-el
uso 'dé ‘una prueba'de “quimiofaxis transendotelial in v)'tro Sev descfibe_. en
Springer. et al. (Springer et al., WO 94/20142, publicada el 15 de septiembre
de 1994,.cuyas ensefianzas se incorporan aqui por referencia; véase también

Berman et al., Immunol. Invest. 17:625-677 (1988)). La migracic’)h a través del

endotelio hacia los geles de colageno también se han descrito (Kavanaugh et

al., J. Immunol,, 1464149-4156 (1991})). Transfectantes estables de células
L1-2-pre-B de raton u otras células hospedero capaces de tener quimiotaxis
se pueden usar, por ejemplo, en pruebzs de quimiotaxis.

Generalmente, las pruebas de quimiotaxis "monitorean’ el
movimiento direcci.onal o migracion de una célula adecuada (tal (_':omo un
leucocito (v.gr., linfb;:ito, eosinofilo, basdfilo)) hacia o a través de una barrera
(v.gr.; endotelio, un filtro), hacia niveles incrementados de un compuesto,
desde una'primera superficie de Ié barrera hacia una segunda superficie
opuesta. Las membranas o filtros proveen barreras convenientes, de tal

manera qué el movimiento direccional o ‘migracion de una célula adecuada

hacia o a través de un filtro, hacia niveles incrementados de un compuesto,.

desdé una primera superficie del filtro hacia una segunda ‘superficie opuesta

del filtro, es monitoreada. En algunas pruebas, la membraha es revestida con

una sustancia para facilitar la adhesién, tal como ICAM-1, fibronectina o -

coldgeno.. Muchas pruebas proveen una aproximacion in vitro - de

“asentamiento” de leucocitos.
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Por ejemplo, se puede detectar o medir la inhibicion de la

migracion de células en un contenedor adecuado (un medio de contencion), -
desde una primera camara hacia o a través de una.membrana microporosa

hacia una segunda camara que contiene un anticuerpo que ha de ser

probado, y que es dividido de la primera camara pof la membrana. Se

selecciona una membrana adecuada, que tiene un tamano de poro adecuado

para monitorear migracion especifica en respuesta al compuesto, incluyendo,

por ejemplo, nitrocelulosa, policarbonato. Por ejemplo, se pueden usar

tamafios de poro de aproximadamente 3-8 micras 'y preferiblemente de

aproximadamente 5-8 micras. El tamaio de poro puede ser uniforme de un

filtro o dentro de un intervalo de tamafios de poro adecuados.

Para evaluar la migracion e inhibicion de migracion, la distancia.

~de migracion hacia el filtro, el numero de células que cruzan el filtro que

permanece adherente a la segunda superﬁcié del filtro, ylo el nﬁmero de

células que se acumulan en la segunda camara se pueden determinar usando

técnicas estandares (v.gr., microscopia). En una modalidad, las células son

marcadas con un marcador detectable (v.gr, radioisotopo, marcador

fluorescente, antigeno o marcador de epitope), y la mi‘gracic’m‘ se puede
evaluar en presencia y ausencia del anticuerpo o fragmento determinando la
presencia del marcador adherente a.la membrana y/o presente en la s’egunda
camara usando un método apropiado (v.gr., detectando radioactiv_idad;

fluorescencia, inmunoensayo). El grado de migracion inducido por un agonista

de anticuerpo se puede determinar en relacién con un control adecuado (vgr.,
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comparado con mlgraC|on de fondo determinada en ausenma del anticuerpo,
comparada con el grado de migracion mdumdo por un segundo compuesto (es
decir, _unes_téndar) comparado con mlgraC|on de celulas no transfectadas
indubidas por el anticuerpo).

En una rﬁodalidad particularm‘ente para células T, los monocitos
o células que expresan un CCR2 de mamifero, migracion endotellal puede ser
monitoreada. En esta modalidad, la transmigracion a traves de una capa de
células endoteliales es evaluada. Para preparar la capa de células, vlas células
endoteliales pueden ser cultivadas sobre un fiItr6 microporoso- 0 membrana,
6p¢ibnalmente revestido con una sustancia tal :como colégeno,'fibrOnectina u
otras proteinas de matriz extracelular, para fécilitar la union de células
endote'liales'. Preferiblemente, las células endoteliales se cultivan hasta qvu'e se
forma una monocapa confluente. Una variedad de células endoteliales de
mémifero ~'pueden estar disponibles para la formacion de monocapa,
incluyendo por ejemplo endotelio de vena, arteria o microvascular, tal como
células endoteliales de vena umbilical humana.(Clonetics 'Cofp, San Diego,

California). Paravprobar quimiotaxis en respuesta a un receptor de mamifero

particular, .las células endoteliales. del rismo mamlfero son preferldas sin

embargo tamblen se pueden usar celulas endotellales de una especie o
género de mamife_ro heterologo.

Generalmente, la prueba se realiza detectando la migracion

direccional de células hacia o a través de una membrana o filtro, en una’

direccion hacia niveles incrementados de un compuesto, desde una primera
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superficie del filtro hacia una segunda superficie opuesta del filtro, en donde el

filtro contiene una capa de células endoteliales sobre una primera superficie la

migracion direccional ocurre desde el area adyacente hasta la primera

superficie, hacia o a través de la membrana, hacia un compuesto situado

sobre el lado opuesto del filtro. La concentracién de compuesto presente en el

area adyacente a la segunda supérficie es mayor que en el area adyacente a
la primera Superficie. |

En una modalidad usada para probar un inhibidor de anticuerpo,
una Composicién gue comprende células capaces de mi_graCién y expresion de
un receptor de CCR2 de mamifero se pueden colocar en la prirhera_cémara.
Una composicion que comprende uno 0 mas ligandoé o promotores capaces
de inducir QUimiotaxi,s de las células en la primera camara (que tiene funcion

quimioatrayente) se coloca en la segunda camara. Preferiblemente poco antes

“de que las células se coloquen en la primera cdmara o simultdneamente con

las células, una composicion que comprende el anticuerpo que se ha de

probar se coloca preferiblemente en la primera camara. Anticuerpos o
fragmentos funcionales de los mismos que pueden unirse a receptor e inhibir

la inducciéon de -quimiotaxis, por un ligando o promotor, de las células que

expresan CCR2 de mamifero en esta prueba son inhibidores de funciones de -

receptor (v.gr., inhibidores de funcion estimuladora). Una reduccion en el .

grado de migracién inducido por el ligando o promotor en presencia del
anticuerpo o fragmento es indicativa de actividad inhibidora. Estudios de union

separados (véase lo anterior) se podrian realizar para determinar si la

9<
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inhibicion es un resultado de unién del anticuerpo a receptor u ocurre por

medio de un mecanismo diferente.

Pruebas in vivo que monitorean infiltracion de leucocitos de un
tejido, en respuesta a inyeccién de un compuesto (v.gr., quimiocina o

anticuerpo) en el tejido, son -modelos de asentamiento in vivo y miden la

capacidad de las células para responder a un ligando o promotor por
migracion y quimiotaxis a un sitio de inflamacion y para evaluar la capacidad
de un anticuerpo o fragmento del mismo para bloquear esta migracion.

Ademas de los métodos descritos, los efectos de un anticuerpo o

fragmento sobre la funcién estimuladora de CCR2 se pueden evaluar

monitoreando las respuestas celulares inducidas por receptor activo, usando

células hospedero adecuadas que contienen receptor.

Identificacion de ligandos adicionales e inhibidores de funcién de

CCR2 de mamifero

Las pruebas descritas anteriormente, . que se pueden usar para

evaluar unién y funcion de los anticuerpos y fragmentos de la presente

invencion, se pueden.adaptar para identificar ligandos adicionales u otras

sustancias que se unen a CCR2 de un mamifero o variante funcional del

mismo, asi como inhibidores y/o promotores de una funcion de CCR2 de

mamifero. Por ejemplo, agentes que tienen la misma o similar especificidad de -

union que la de un anticuerpo de la presente invencién o porcion funcional del

mismo se pueden identificar mediante una prueba de competencia con dicho
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anticuerpo o porcion del mismo. Por lo tanto, la presente invenciéon también
abarca métodos de identificacion de ligandos del receptor u otras sustancias

que se unen a proteinas. CCR2 de mamifero, asi como inhibidores (vgr.,

antagonistas) o promotores (v.gr'.,‘ agonistas) de fUncién receptora.-En una

modalidad, las células que tienen una_proteina CCR2 de mamifero o variante
funcional de la misma (v.gr., .IeUCoci.tos, lineas celulares o células,hospedg_ro
adecuadas que han sido genéticamente manipuladas para expresar una
proteina CCR2 de mamifero o variante funcional codificada por un acido

nucleico introducido en dichas células) se usan en una prueba para identificar

'y evaluar la eficacia de ligandos u otras sustancias que se unen a receptor,
incluyendo inhibidores o promotores de funcién de receptor. Muchas células

* también son Utiles en la evaluacién de la funcién de la proteina o polipéptido

receptor expresado.

De conformidad con la presente invencion, ligandos y otras

sustancias que se unen al receptor, inhibidores y promotores de funcion de

- receptor pueden ser identificadas en una prueba adecuada, y pOsteri'ormente

evaluadas para efecto terapéutico. Los inhibidores de la funcion de receptor

se pueden usar para inhibir (reducir o preven_ir) actividad del receptor, y

ligandos y/o promotores se pueden usar para inducir (disparar o incrementar)

funcion receptora normal en donde se indica. Por lo tanto, la presente

invencion provee un método de tratamiento de rechazo de. injerto, que

comprende administrar un inhibidor de funcion de receptor a un individuo

(v.gr., un mamifero).

47
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Composiciones farmacéuticas que comprenden antagonistas de

CCR2 -

La invencion incluye métodos para preparar composiciones R

farmacéuticas para modular la transcripcion, expresion o actividad de un

CCR2. Dichos métodos comprenden formular un vehiculo farmaceuticamente -

a_ceptable: con un agente que modula la expresion o actividad de un CCR2.

Dichas composiciones ademas pueden incluir agentes activos adicionales. Por

lo tanto, la invenciéon ademas incluye metodos para preparar una composicion
farmacéutica al formular un vehiculo farmacéuticamente aceptable con un
agente que modula la expresion o actividad de un CCR2'y uno o mas

compuestos activos adicionales.

Los vehiculos, excipientes o estabilizadores farmacéuticamente -

adecuados que son no téxicos para la célula o mamifero que es expuesto a

los mismos a las dosis y concentraciones utilizadas. Con frecuencia el

vehiculo fisioldgicamente aceptable es una solucién reguladora de pH acuosa. .

Ejemplos de vehiculos fisiologicamente aceptables ihcluyen reguladores de

pH tales como fosfatd, citrato y otros &cidos  organicos; antioxidantes

incluyendo &cido ascorbico; polipéptidos de peso molecular bajd (menos. de -

aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albdmina de suero,

gelatina. o inmunoglobulinas; »polimeros hidrofilicos - tales como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, - histidina,

“asparagina, argi'nina o lisina; monosacaridos, diSacéridos 'y otros

carbohidratos  incluyendo glucosa, manosa, dextrinas; ‘agentes quelatadores

uy
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tales como EDTA; alcoholes de azlcar tales como manitol o .sorbitol,

contraiones formadores de sal tales como sodio; y/o agentes tensoactivos no

idnicos tales como TWEEN®, polietilenglicol (PEG), PLURONICS® y &cido

hialurénico (HA).
Las formulaciones pueden ser disefladas para optimizar
estabilidad del antagonista de CCR2 o ademas, permiten ‘la liberacidén

sostenida o prolongada del activo en el torrente sanguineo. Formulaciones

| ‘adecuadas para cada tipo de antagonista de CCR2 y via de administracion se

pueden encontrar, por ejemplo, en"‘Remington: The Science and Practice of

Pharmacy”, A. Gennaro, ed., 20 edicion, Lippincott, Williams &- Wilkins,
Philadelphia, PA, 2000.
Para que las formulaciones se puedan usar para administracion

in vivo, deben ser estériles. La formulacion puede hacerse estéril por filtracion

a través de membranas de filtracion estériles, antes o después de liofilizacion

y reconstitucion. Las composiciones terapéuticas en la presente generalmente

se colocan en un contenedor que tiene un puerto de acceso estéril, por

ejemplo, una bolsa de solucion intravenosa o frasco que tiene un tapdn

- perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica. Las composiciones

terapéuticas se pueden administrar con dispositivos médicos conocidos en la

- técnica.

" Métodos de tratamiento

El método de la invencién para tratamiento de fibrosis en un

.
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_sujeto’incluye fibrosis especifica de 6rganos o fibrosis sistémica. La fibrosis

especifica de 6rganos puede estar aSociada con por lo menos una de fibrosis
pulmonar, fibrosis hepatica, fibrosis renal, fibrosis cardiaca, fibrosis vascular,

fibrosis de la piel, fibrosis ocular, fibrosis de médula éséa u otras fibrosis. La

fibrosis pulmonar puede estar asociada con por lo menos una de fibrosis

pulmonar idiopatica, fibrosis' pulmonar inducida por farmacos, asma,
sarcoidosis o enfermedad pulmonar obstructiva crénica. La fibrosis hepatica

puede estar asociada con por lo menos una de cirrosis, esquistomasomiasis o

colangitis. La cirrosis se puede seleccionar de cirrosis alcohdlica, cirrosis post-

hepatitis C, cirrosis biliar primaria. La colangitis es colangitis esclerosante. La

fibrosis renal puede estar asociada con por lo menos una de nefropatia

diabéticé o glomeruloesclerosis de lupus. La fibrosis cardiaca puede esfar
asociada con por lo menos un tipo de infarto de miocardio. La fibros.is va_scular
puede estar.asociada con'por lo menos una de restenosis arterial '-post-
ahgioplastia o aterosclerosis. La fibrosis de la piel puede estar asociada con
por lo m.en'os una de cicatrizacion de querhaduras, cicatrizacién hipertrofica,

queloide o dermatopatia fibrosante nefrogénica. La fibrosis ocular puede estar

asociada con por lo menos una de fibrosis retro-orbital, cirugia post-cataratas

o vitreorretinopatia proliferativa. La fibrosis de médula 6sea puede estar

asociada con por lo menos una de mielofibrosis idiopatica o mielofibrosis
inducida por farmacos. La otra fibrosis se puede seleccionar de enfermedad
de Peyronie, contractura de Dupuytren o dermatomiositis. La fibrosis sistémica

se puede seleccionar de esclerosis sistémica y enfermedad de injerto versus
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hospedero.

" Evaluacion del Paciente

La enfermedad pulmonar intersticial (ILD) abarca una gama

diversa de trastornos fibréticos que son agrupados entre si debidov a

manifestaciones clinicas, radioldgicas, fisioldgicas o patoldgicas similares. Un
término mas correcto, enfermedades pulmonares de parénquima difusas, es
menos engafioso que la mayoria de los aquellos trastornos que afectan

bronquiolos terminales, intersticios y alvéolos.

Aunque [IPF se denomina una “neumonia”, la inflamacion parece

jugar un papel relativamente menor. Se piensa que factores ambientales,
genéticos u otros factores desconocidos inicialmente disparan lesion de

células = epiteliales - alveolares, pero se piensa que la proliferacion de

fibroblastos intersticiales y de células mesenquimatosas auto-perpetuantes y .

aberrantes (con deposicion de colageno y fibrosis) explica el desarrollo de

enfermedad clinica. Los hallazgos histoldgicos clave son fibrosis subpleural

con sitios de proliferacion de fibroblastos (focos de fibroblastos) y cicatrizacion .

densa, alternando con areas de tejido pulmonar normal (heterogeneidad). La

Inflamacién intersticial disemihad_a ocurre con linfocitos, células plasmaticas e

infiltracion de histiocitos. La dilatacion cistica de alvéolos periféricos (en forma

“de panal) se encuentra en todos los pacientes e-incrementa con enfermedad

avanzada. Véase Merck Manual of Diagnosis and Therapy (18a ed.), Seccién:

Trastosnos idiopaticos, Tema: Enfermedades pulmonares - intersticiaes,
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Toépico: Neumonias intersticiales idiopaticas. 2006.

Enfermedades pulmonares difusas tales como enferme'dad

pulmonar obstructiva crénica e hipertension pulmonar son excluidas de la

clasificacion de ILD. Pacientes con ILD avanzada padecen dispnea profunda'y -

finalmente sucumben a insuficiencia respiratoria. La enfermedad pulmonar

" intersticial incluye un grupo heterogéneo de trastornos que conducen a

| insuficiencia respiratoria y muerte en un numero significativo de pacientes. El

trasplante de pulmén es una opcidn terapéutica en candidatos selectos. La
incidencia y predominancia exactas de ILD en la poblacion general siguen
siendo desconocidas. Se cree que ILD es mas predominante que lo reportado

anteriormente (5 casos por poblacion de 100,000). Un estudio basado en

poblaciones de Bernalillo County, New Mexico, reporté una predominancia de .

80.9 casos por 100,000 en hombres y 67.2 casos por 100,000 en mujeres. La

fibrosis pulmonar idiopatica (IPF) es la forma mas comun de ILD que

constituye hasta aproximadamente 45% de todos los casos en este estudio.

Otras enfermedades pulmonares difusas que pueden dar por resultado

insuficiencia respiratoria - incluyen sarcoidosis, linfangioleiomiomatosis,
histiocitosis de células de Langerhan o granuloma eosinofilico, neumonitis

intersticial descamadora (DIP), neumo_nitis'intersticial no especifica (NSIP) y

fibrosis pulmonar asociada con enfermedad de tejido conectivo.

La evaluacién de un paciente con fibrosis pulmonar idiopatica

intersticial (paciente UIP/IPF o ’NSIP) para la necesidad .de"terépia anti-CCR2

se puede realizar en cualquier tiempo antes, durante o después de la

Ny
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presentacion sintomatica de enfermedad usando métodos conocidos por los

expertos en la técnica. Generalmente, los métodos usados para diagnosticar

enfermedad pulmonar incluyen severidad, v.gr., necesidad de ventilacién

mecanica, sintomas v.gr., tos, dispnea, fiebre, hemoptisis; el tipo de inicio,

gradual, agudo 0 subagudo, enfermedad subyacente, inmunodeficiehcia,
enferrhedad vascular de colageno, vasculitis; exposicion ambiental, asbestos,
éntigenos de aves, emanaciones toxicas, historia de ubicacion,
corticoesteroides, agentes citotoxicos, antibidticos, anormalidades de
laboratorio, anemia, conteos de eosindfilos de suero elevados, anti‘cuerpés
citoplasmicos anfineutréfilos, precipitinas del suero contra Aspergillus, factor
reumatoide# hallazgos radiograficos, opacitis normal, difusa o localizada,
consolidacion nodular o en parche, espacio aérec o intersticial, predominancia

del I6bulo superior o inferior; y efusion pleural descubrible por radiografia

(HRCT), capacidades de vidrio triturado, bronquioectasis, evidehcia de

enfermedad de vias aéreas, I6bulo inferior, subpleural, microcistica o quistes y
néduloé del l6bulo superior bilateral, cambio de forma de panal, cambios
cisticos difusos bilateralmente. Finalmente, el paCiente_es sometido a pruebas
de funcion pulmonar a fin de determinar si la patofisioiogia ev‘s obstructiva,I
restrictiva, obstructiva o restrictiva combinada, o normal. |

Héllazgos histolégicos en pacientes -con IPF (UIP) incluyen
opacidades - lineales irregulares (patrén reticular). Sin embargo, esta

observacion puede ocurrir en enfermedad vascular de colageno, asbestosis y

neumonitis por hipersensibilidad crénica. Parénquima pulmonar distal tendra -

S
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fibrosis con patron de forma de panal en UIP. Otras formas de fibrosis
intersticiales pueden ocurrir como resultado de: neumonia intersticial

linfocitica, enfermedad vascular de colageno, reacciones de farmacos,

neumoconiosis (asbestosis, beriliosis, silicosis, neumoconiosis de metales

duros, otras), sarcoidosis, histiocitosis de células de Langerhans (granuloma

eosinofilico), ~ infecciones granulomatosas cronicas, aspiracion = cronica, .

neumonitis de hipersensibilidad crénica, neumonia eosinofilica cr6nica
organizada, dafio alveolar difuso organizado y org‘anizante; edema pulmonar
intersticial = cronico/congestion  pasiva, radiacion  (cronica), neumonias
infecciosés_con cicatriz. El patron de HRCT tipico de UIP incluye reticulacion
periférica' bibasilar_ coh bronquiectasis en forma de panal y de. traccion. La
opacificacién de vidrio molido no es caracteristica de la enfermedad, y si esta

presente, usualmente es muy pequefia, algo de la cual actualmente se debe

deber a fibrosis. Dos caracteristicas que se ha mostrado que son mas

caracteristicas para IPF son la forma de panal del I6bulo inferior, que tiene

una relacion de disparidad de 5.36 para diagnostico de IPF y las denominadas

“lineas irregulares del I6bulo superior” con una relacion de disparidad de 6.28

para IPF (Hunninghake 2003. Chest. 124:1215-1223).

Los miofibroblastos estan relativamente ausentes de tejido no

fibrotico. Los midfibrob.lastos contienen fibras de actina de musculo liso' que

dan a estas células un fenotipo contractil, que sirve para cerrar heridas. La

actina ‘de musculo liso alfa (aSMA) es un marcador para miofibroblastos.

TGFb1 es un factor de crecimiento fibrético prototipico qUe previamente se ha

SY
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mostrado que induce expresion de aSMA (Desmouliere et al., 1995 Exp

Nephrol 3(2):134-9). Usando fibroblastos cultivados de pacientes con UIP y

fibroblastos de pulmones no fibroticos, los solicitantes han descubierto que
TGFb1 induce aSMA ftanto :env fibroblastos no fibréticos como fibréticos, ’sin'_

embargo, la magnitud_de induccion es. mayor en fibroblastos fibréticos. La »

estimulacion de los fibroblastos con PDGF induce un incremento moderado

(menor que 10 veces) en una expresion de aSMA, pero solo en los
fibroblastoé .fibréticosf Entre estos trés, los datos de los isolicita\ntes mo_straron'
que sélo CCL2 indujo un incremento en expresiéon de aSMA en fibroblastos -
- fibréticos por mas de 10 veces.‘

La deposiciéon de colageno es un sello clave para fibrosis y dos

genes, procolageno | y procolageno lll, se ha mostrado anteriormente que

estan asociados con UIP. Las proteinas de procolageno | y lll se ha mostrado

que se elevan en muestras de UIP, tanto en el pulmdon como sistémicamente

(Low et al. 1992 Am Rev Respir Dis 146(3):701-6, Strieter et al. 2004 Am J
Respir Crit Care .Med 170(2)':133-40, Bensadoun et al. 1996. Am J Réspir Crit
Care Med 154(6 Pt 1): 1819-28). Los solicitantes han demostrado que CCL2
induce procolageno | y procolageno Il en fibroblastos de UIP. Ademas, la
magnitud de indUccién de gen por CCL2 es comparable con el producido por
ambas citocinés profibféticasTGFB1 y PDGF-AB. |

El papel profibrotico de TGFB1 se ha descrito bien en una

variedad de tejidbs y organos. Los efectos de TGFB1 son ademas

amplificados a través de un mecanismo autdcrino. Los solicitantes observaron

KXy
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que este mecanismo de amplificacién tanto en fibroblastos pulmonares no
fibréticos como fibréticos estimulados con TGFB1 en tanto que ambos tipos de
células presentaron TGFB1 incrementado en presencia de . TGFp1. CcCL2

“también se encontrd que incrementa la expresion de TGFB1 y,'comovrcon

T.GFB1, el grado de inducciéon de gen de TGFj31 “porr CCL2 fue mayor en

TGFB se elevan en fibroblastos dérmicos de pacientes con escleroderma
(Kubo et al. 2002 J Rheumatol 29(12):2558-64, Kawakami 1998. J. Invest

Dermatol110(1):47-51). Aunque los fibroblastos UIP incubados con TGFj1,

PDGF y CCL2 habia incrementado tanto en subunidades de receptor de TGFB

sobre las de los fibroblastos no fibréticos, TGFB1 Princip‘alm’ente incremento

TGFBRI, y CCL2 indujo ambas subunidades que indican que el efecto no se
puede deber s6lo induccion de TGFB1 por CCL2.

Se ha mostrado que el factor de crecimiento de tejido conectivo

(CTGF) es mediador de muchos de los efectos de TGFB1 incluyendo

produccién de collégeno. TGFb1 indujo un incremento en la expre_éic’;n de gen

de CTGF tanto en fibroblastos fibréticos como no fibréticos. Ademas, PDGF y

CCL2 indujeron un incremento en expresion de gen CTGF en fibroblastos de

UIP.

Los datos de los solicitantes mostraron que TGFB1, PDGF y -

- CCL2 elevaron la expresion de IL13Ra1 en fibroblastos de UIP. IL-13 es una

citosina de tipo Th2 que se encuentra a niveles elevados en los pulmones de

S¢
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pacientés con UIP. IL-13 es profibrético en modelos in'vitr_o e in vivo. IL-13

induce generacion de colageno y. proliferacion de fibroblastos (Saito 2003. int

Arch Allergy Immvunol'2003;'1 32(2)3168-76, Ingram2004 Faseb J 18(10);1132-“
4). Una variedad de datos de modelos de fibrosis pulmonar de murino indica

que IL13 y sefializacion a vtra\'/és de IL13Ra2 es profibrético y también. pUede

actuar a través de induccion de TGFB1 (Fichtner-Feigl 2006. Nat Med

12(1):99-1 06). Por lo tanto, los datos de los solicitantes mostraron que TG,F[31 - |

PDGF-AB y CCL2 regulados ascendentemente todos ellos en expresion de |

IL13Ra2, indica que CCL2 puede directamente o indivrectam'ente_ hacer a los

fibroblastos mas sensibles a respuestas mediadas pof IL-13.

En general, los solicitantes han demostrado por primera vez, los

sellos distintivos de respuesta profibrotica por fibroblastos de UIP a CCL2 y

distinguieron la respuesta de fibroblastos de UIP de las de los puimones no

fibréticos. Estudios previos han indicado que CCR2 se expresa sobre cél}u_lasw :

similares a miofibroblastos en la piel de pacientes con escleroderma- (Carulli

2005 Arthritis Rheum 52(12):3772-82) y modelos animales de fibrosis

pUImonar‘ han mostrado una regulacion ascendente de CCR2 sobre

fibroblastos aislados de un ambiente de tipo Th2 fibrético e inc‘,rementaron la

funcionalidad de estas células a ligandos de CCR2 (Hogaboam 1999. J
Immunol 1999, 163(4):2193-201'). Sin embargo, éste es el primer estudio
conocido que indica un papél funcional profibrético para CCL2 sobre

fibroblas_tos de pulmoén enfermo.

Se ha mostrado que la inhibicion de CCR2-CCL2 es benéfica en.
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modelos: in vivo de fibrosis. Mecanisticamente, la inhibicién de fibrosis en

modelos animales se ha atribuido a reclutamiento de fibrositos reducido e

inflamacion atenuada, que puede o0 no traducirse a enfermedad humana. La- -
presente invencién se basa en el uso por los solicitantes de fibroblastos =~

humanos parv_a’ demostrar que el ligando de CCR2 CCL2 puede impulsar -

respuestas profibréticas y los fibroblastos de UIP son de hiper-respuesta a
CCL2. Por lo tanto, los datos indican que un método de bquueo', inhibicion,

regulacion descendente o - antagonismo de bioactividad de CCR2,

especialmente por el antagonismo de CCL2 a CCR2 sera efectivo para mitigar -
el dafio rapido y aCtuaImehte irreversible a tejido pulmonar intersticial que da

por resultado la pérdida de funcién pulmonar ya que los solicitantes han .

establecido un efecto profibvr()tico directo de CCL2 sobre fibroblastos
pulmonares humanos enfermos.

En los métodos de la invenéién, un antagonista de CCR2 se

puedé administrar en el tiempo de inicio de UIP de marcadores detectables

como se describe aqui, incluyendo pero sin limitarse a CXCLS5, IL-6, CCL2, -

IL13RA2, VEGF, IL-8 y G-CSF.

El conocimiento actual en el campo relacionado con diagnostico

y manejo de |ID, particularmente.IPF, indica que las causas y eventos de inicio

que conducen a fibrosis son variados como lo es la patologia celular

(Chapman 2004 J Clin Invest 113(2): 148-157). Para determinar qué

subconjunto de pacientes diagnosticados podrian ser ayudados por terapia

anti-CCL2, la identificacion de biomarcadores asociados con enfermedad
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mediada por CCL2 seria valiosa. Estudios de tejido de IPF han revelédo

'r_egulacién diferencial de una regulacion ascendente de MMP-7 al nivel de
éxpresién de geh y 'va.rias' proteinas ‘se ha mostrado _qUe 36n reguladas |
aé,cendentemente en fluido de lavado bronquial y/o SUero'incIUyendo KL-6, "
ENA-78, IP-10, CCL?, IL-2, IL-8, IL-10 e IL-12 (_p40).’ Sin embargo, hasta la -
“fecha no ha habido correlacion entre las proteinas y atenuaciéon.de CCL2.

| Varias citocinas ademas de CCL2, tales como [L-1, PDGF, Osteopontina,

TNF, TGF, C-CL3, CXCL8, CXCL5, CXCL12, CXCL9, CXCL10, CXCL11, han

mostrado que estan implicadas en la patogénesis de IPF. Sin embargo, la

relacién con CCL2 sigue siendo poco cléra y el analisis de expresion de gen
dé fibroblastos de pacientes con IPF hasta ahora ha producido 'diferéntes
resultados .de .diferentes laboratorios (Ver Studer et al., 2007. Proc Amer
Thoracic Soc. 4(1): p. 85-9 para una yisién general).

Los fibroblastos cultivados tienen niveles basales detectables de

CCL2 y CCL2 exdégenamente afadido recientemente ha mostrado que‘ modula

la produccién de IL-6 (Liu, X., et al 207 Amer J Respir Cell Molec Biol.

37(1):121-8). Por lo tanto, CCL2 se comporta como un mediador central y

neutralizacion de CCL2 en el ambiente de los fibroblastos de IPF modulara la

expresion de otros genes y/o proteinas.

Los solicitantes han determinado, usando fibroblastos residentes -

aislados de pacientes fibroticos, que fibroblastos pulmonares de pacientes con

IPF expresaron niveles mas altos de CXCL5, IL-6, CCL2, IL13RA2, VEGF, IL-

8 y G-CSF que los fibroblastos no fibroticos. Los solicitantes también han
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determinado que CNTO 888, un anticuerpo de CCL2 h'eutralizante, fue capaz

~de bloquear la produccion de estas proteinas en ceélulas ‘que expresan los.

niveles mas altos.

Uh diagnéstico preciso de IPF implica biopsia de tejido pulmonar

y andlisis histoldgico -para neumonia intersticial poco usual. Debido a la

capacidad de invasion de este procedimiento, no seria practico monitorear la

progresion de enfermedad rutinariamente después del diagnéstico inicial.

Otros diagndsticos no invasivos estan disponibles pero estan sujetos a

variabilidad. Por lo tanto, es necesaria una herramienta de diagndstico

cuantitativa no invasiva. Fluidos de tejido tales como suero o fluido de lavado -

broncoalveolar se pueden muestrear de manera menos invasiva que las

biopsias quirirgicas. Proteinas solubles y marcadores de superficie celular o

expresion de genes de células recolectadas podrian ser cuantificados todos

ellos con tecnologias existentes para diagnosticar y monitorear la progresion:

de la enfermedad. El monitoreo de tejido para estos genes y/b 'proteina se

‘podrian usar para determinar el contenido de neutralizacion de CCL2 por

CNTO 888. Por lo tanto, la determinacion de gen y/'o p'roteina para CXCL5, IL-

6, CCL2, IL13RA2, VEGF, IL-8 y G-CSF a partir de tejido periférico accesible -

proveera un biomarcador novedoso y relétivamente no invasivo de
enfermedad y neutralizacion 6bjetivo. |

En una mbdalidad para evaluar a un paciente,_ 5 o mas ml de
sangre del paciehte se pUe_den extraver en tubos disefiados para analisis de

acido nucleico tales como tubos de ARN de .sangre PAXgen
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(SystemPreAnaIytiX) y el ARN se puede aislar y analizar para expresi‘éh de

gen por cualquier método conocido en la técnica que incluya las sondas

especificas para por lo menos uno de CXCL5, IL-6, CCL2, IL13RA2, VEGF,

IL-8'Y y G-CSF. Los pacientes se pueden_seleccionar para terapia en cualquiera_' o

o todos los genes que tienen niveles de expresion mayor que 2 veces de los -

especimenes. igualados en cuanto a edad y género de pacientes o sujetos
normales que no despliegan sintomas de pacientes con una neumonia
intersticial idiopatica. En otra modalidad, la seleccién de dosis para pacientes

seleccionados para terapia se puede ajustar con base en cambios de

expresion de dos veces o mas en cualquiera o todos los genes comparados

de voluntarios v}normales igualados en cuanto a edad y género. En otra
modalidad del método de la invencion, la fespuesta a Ia'terabia puede ser
monitoreada con base en cambios de expresion de dos veces o més} en
cualquiera o todos los genes comparados con voluntarios normales igualados
en cuanto a edad y género. |
En otra modalidad, 5 ml de sangre pueden ser 'recolectados de

pacientes que despliegan sintomas de neumonia intersticial idiopatica en

tubos de recoleccion de suero. El suero se puede probar para .cualquiera de

CXCL5, IL-6, CCLZ2, IIVL_'13RA2, VEGF, .VIL—8 y G-CSF usando multiplex
comercialmente disponibles o equipos de ELISA. Los pacientes ée pueden
seleccionar para terapia si_ cualquiera oAtodas las proteinas tienen hiveles'de
expresion mayores que dbs veces los de los voluntarios ndrmales igualados

en cuanto a edad y género. En otro aspecto, la seleccion de dosis para

e/
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- pacientes seleccionados para terapia se puede ajustar con base en cambios

de expresion de dos veces o mas en cualquiera o todos de CXCL5, IL-6,

' CCL2, IL13RA2, VEGF, IL-8 y G-CSF en comparacion con voluntarios
“normales igualados en cuanto a edad y género. En un aspecto adicional, la
respuesta a la terapia puede ser monitoreada con base en cambios de

expresion de dos veces 0 mas en cualquiera o todos de CXCLS5, IL-6, CCL2,

IL13RA2, VEGF, IL-8 y G-CSF en comparacion con voluntarios normales

igualados en cuanto a edad y género.

Vias de administracion

La via de administraéién es de conformidad con métodos
conqcidos y aceptédos, \).gr., inyeccion o infusidbn por via intravenosa,
intraperitonéal,' intramuscular, intraarterial, mediante . la vena portal;
administracion tdpica, por liberacién sostenida o medios de liberacion

prolongada; - inyeccién = subcutanea, por suministro transmucosa - o

transdérmico, a través de aplicaciones topicas, aspersion nasal, supositorios y -

similares, o puede ser administrada por via oral.

En otro aspecto del método, la administracion puede ser por lo

menos por un modo seleccionado de administracion parenteral, subcutanea,

“intramuscular, intravenosa, intraarticular, intrabronquial, intraabdominal,

intracapsular, intracartilaginosa, intracavitaria, intracelial, intracerebelar,

intracerebroventricular, intracdlica, intracervical, intragastrica, intrahepatica,

intramiocardica, intraosteal, intrapélvica, intrapericardiaca, intraperitoneal,
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intrapleural, intraprostatica, intrapulmonar, intrarrectal, intrarrenal, intrarretinal,

intraespinal, intrasinovial, intratoracica, intrauterina, intravesical, intralesional,

bolo, vaginal, rectal, bucal, sublingual, intranasal o transdérmica.

Dosis

La dosis de antagonista anti-CCR2 que es apropiada para

prevenir, mitigar, revertir o detener la progresioén de rechazo crénico en un

“paciente que necesita el mismo se encontrara empiricamente y dependera de

la potencia del agente activo, la resistencia de la formulacion y la duracion del

nivel efectivo del agente después de la administracion en el cuerpo del

receptor.

El curso de tratamiento puede ser administracion crénica o
continua en un modo cdntinuo en oposicion a un rodo agudo, para mantener
el efecto terapéutico inicial (actividad) durante un periodo prolongado.
Alternativamente, el tratamiento puede ser intermitente o ciclico en nafuraleza
a fin de proveer periodos dé actividad antagonista aguda, -s’eguido por
periodos de actividad inferior o no antagon'ista en el cuerpo del paciente. Por
lo tanto, el programa de dosis puede ser variado, de tal manera que el
anticuerpo se administra - una vez, dos veces, tres 0 mas veces por semana
para cualquief numero de semanas o el anticuerpo se administra hjéé de una
vez (v.gr., dos, tres, éuéﬁo, cinco, seis, siete vecés) con administracion que
ocurre una vez a. la semana, una vez cada dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete,

~

ocho, nueve o diez semanas. .
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En el caso de antagonista de anticuerpo monoclonal de .

bioactividad de CCR2, el agente generalmente se administrara en una

cantidad que se basa en el peso corporal del receptor, v.gr., entre 0.1 y'v100

| ‘mg/kg por curso devter'apia. Un intervalo no limitante ilustrativo bara' una
cantidad terapéuticaménte o profilacticamente efectiva de un anticUerpo_

- administrado de conformidad con los _métodos de la invencidon es 0.1-20

mg/kg, muy preferiblemente 1-10 mg/kg. En una modalidad, el anticuerpo anti-

CCR2 o anti-CCL2 se puede administrar por infusién intravenosa a una

velocidad de menos de 10 mg/min, preferiblemente: menos de -0 igual a 5
mg/min para alcanzar una dosis de aproximadamente 1 a 500 mg/m?,
preferiblemente aproximadamente 10 a 400 mg/m2, aproximadamente 18 a

350 mg/m?, y muy- preferiblemente aproximadamente 250-280 mg/m?. El

anticuerpo anti-CCR2 o' anti-CCL2 se puede administrar en una sola dosis o |

en dosis multiples.

Terapia de Combinacién

Tratamiento

Nithn'fratamiénto especifiéo ha probado ser efectivo para IPF.
La terapia de soporte_consiste de O, péra hipoxemia y antibiéticos para
neumonias. La enfermedad de etapa terminal puede calificar a pamentes
selecmonados para trasplante de pulmon Cortlcoester0|des y farmacos
citotoxicos tales como ciclofosfamida (CYTOXAN), azatioprina (IMURAN) se

han dado tradicionalmente a pacientes con IPF empiricamente en un intento
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para detener-la progresion de inflamacion, pero datos limitados soportan su

eficacia. Sin embargo, es practica comin intentar el tratamiento con

‘prednisona (v.gr., DELTASONA) (0.5 a 1.0 mg/kg por una vez/dia durante 3"

meses, hasta 0.25 mg/kg una vez/dia durante los siguientes 3 a 6 meses)
combinada con ciclofosfamida o azatioprina (1 a 2 mg/kg po una ve_z/dia).

Cada 3 meses durante 1 afo, las respuestas clinicas, radiograficas y

fisiologicas son evaluadas, y la dosis del farmaco se incrementa o disminuye

de acuerdo con ello. La terapia se detiene si no hay respuesta objetiva.

La pirfenidona, un agente antifibrético, puede ‘estabilizar la

funcion pulmonar y reducir exacerbaciones. Antifibroticos que inhiben sintesis

de colageno (relaxin), factores de crecimiento profibréticos (suramin) y

endotelina-1  (un bldqueador de receptor de angiotensina) soélo han

demostrado ser efectivos in Vitro.

El interferon-y-1b ha mostrado ser prometedor 'cuandb se
combina con prednisona en un grupo de vpacientes, pero un ensayo de
distribucion aleatoria multinacional de doble ciego no encontré efecto sobre
tiempo de supervivencia. libre de progresion, funciéon pulmo’nar o} calidad de

vida.

Aunque se ha descrito la invencion en {érminos generales, las

modalidades de la invencion se describiran ahora en'los siguientes ejemplos.

ér
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EJEMPLO 1

Fibroblastos fibréticos y no fibréticos

A fin de caracterizar las propiedades inherentes de los
fibroblastos de pacientes con UIP en comparacion con aquéllos de tejido

pulmonar histopatolégicamente. no fibrético, los fibroblastos primarios de uno o

el otro tipo de tejido son evaluados para marcadores en el estado no
estimulado y en respuesta a mediadores conocidos ‘de patologia fibrética,

v.gr., TGFbeta, PDGF-AB, and CCL2.

Aislamiento y purificacion de fibroblastos

Lineas de células fueron provistas por Dr Cory Hogaboam en la
Univefsi_dad de Michigan. Todas las lineas de fibroblastos prirharias se
aislaron como se describid anteriorfnente (Hogaboam' et al. 1999' J Immunol
163(4):2193-201). Los fibroblastos pulmonafes se aislaron de biopsias de
pulmén tomadas 'de pacientes con UIP (n=4) y esas se refieren ,corﬁo
“fibroblastos fibréticos”. Los fibroblastos también se. aislaron de tejido
pulmonar tomado durante la extirpacion de tumor de pulmén (n=5) y sé

confirmé que esas muestras eran no fibroticas por analisis histologico. Estos

fibroblastos derivados de tejido no fibrético se refieren como “fibroblastos no 1

fibréticos”.

é¢
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Expresion de gen de fibroblasto -

Los fibroblastos de pulmén humano se colocaron en placas de

24 pozos (Costér; Corning, NY) a 100,000 células/pozo y se dejaron adherir

durante 8 horas. Las células después se lavaron con PBS y se cultivaron

durante la noche en-medio libre de suero (DMEM con [-Glutamina,

Pen/estrep). Las células déspués fueron estimuladas 24 hr en presencia o

ausencia de TG.Fb-1 (1 6 10 ng/mi), PDGF-AB (20 6 200 ng/ml) o CCL2 (1 6 |

10ng/ml). TGFb1, PDGF-AB y CCL2 se compraron de R&D Systems. Los

‘sobrenadantes se removieron y el ARN se aisié subsecuentemente usando

RNeasy’ Plus Mini-Kits (QIAGEN, Valencia, CA) segun las instrucciones del

fabricante y el ARN se ksometic') a transcripcion reversa en ADNc'__usand:o
reactiyos de transcripcion reversa TagMané (Applied Biosystems,' Foster City,
CA). La expresion de gen profibrético se determiné por PCR de tiempo real
usando la mezcla maestra ‘de PCR universal Tagmana (Applied Biosystems) y
pruebas de exprésién de genes Tagmand predesarrolladas (Applied
Bidsystems) segun las instrucciones del fabricante. |

La expresion de gehes cuantitativa se calcul6 usandovel método
de CT comparafivo, en donde los valores de CT se determinaron.éor_no' el
numero de ciclo de umbral }para el cual la expresién de genes es-prirﬁero

detectada. El nimero de veces de cambios en la expresion de genes para los

genes de interés fueron primero normalizados para un gen de mantenimiento.

18S, dando valores de ' CT. El numero de veces de cambios en expresion

entre fibroblastos fibréticos y no fibroticos se calculd como:  CT(no fibrético) —

&
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CT(fibrotico) =  CT, en donde la expresion de gen no fibrotico sirvié como

el calibrador. El nimero de veces de cambios en la expresion de genes

debidoaestimulacién in vitro se calcularon por  CT = CT(no estim,ulado)—.
CT(eStimuIado), en donde la muestra no estimulada sirvi6 como _ei'

" calibrador. El calculo de 2-  CT entonces da un valor relativo para el numero

de veces de cambio final cuando se compara con el calibrador.

Para determinar si la expresion de linea basal en expresion de -

geh profibrético fue diferente en fibroblastos de UIP (n=3) en comparacién con

fibroblastos no fibréticos (n=4), la expresién de gen se comparé entre las

células no estimuladas de ambos cohortes de pacientes. Como se muestra en
la figura 1, fibroblastos derivados de pacientes con UIP tienen mayor

expresion de gen fibrético de linea basal en todos ios genes analizados.

TGFb1 indujo aSMA en fibroblastos no fibréticos y fibroticos, sin

embargo, la magnitud de induccién fue mayor en fibroblastos fibréticos (figura
2). PDGF indujo un incremento moderadd en éxpr_esién de aSMA y s6lo en Io»s
fibroblaétos fibroticos. CCL2 también indujo Qnicamenté un incremehto en
expresion de aSMA en fibroblastos fibroticos.

Para determinar si el despliegue de ‘fibroblasto's dé uIP

incrementé los niveles de expresion de gen de colageno, las células fueron

estimuladas con CCL2. La figura 3A y B muestra que CCL2 induce tanto

procolageno | como procolégeno il en fibroblastos de UIP. Ademas, el grado

de induccién de gen por CCL2 es comparable con aquel producido por TGFb1

y PDGF-AB.
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El papel profibrotico de TGFb1 se ha descrito bien. TGFb1,

PDGF y CCL2 indujeron expresion de gen de TGFb1 (figura 4). La induccion

de TGFb1 por un bucle autdcrino es conocido y es soportado por los

. presentes datos tanto con fibroblastos no fibréticos como fibréticos. Este
experimento ademas demuestra que CCL2 también incrementa la expresion’

de gen de TGFb1. Igual que con TGFb1, el grado de induccion del gen de

TGFb1 por CCL2 fue mayor en los fibroblastos fibroticos.
TGFb1, PDGF y CCL2 indujeron expresion de gen de CTGF

(figura 5). TGFb1 indujo un incremento en expresién de gen de CTGF tanto en

fibroblastos ﬁbréticos como no fibréticos. Ademas, PDGF de_ dosis baja y
CCL2 indujeron un incremento en la expresion de gen CTGF en fibroblastos

de UIP.

La expresion de gen de subunidades TGFb1, PDGF y CCL2

indubidas por TGFbRI y TGFbRII se muestra en la figura 6A y B. TGFb1 tiene |

un éfecto mayor -sobre TGFbRI mientras CCL2 indujo ambos con un
incremen_tb un poco mayor en TGFbRIL.

La_expresi(’)n de gen IL13Ra1 y IL13Ra2 inducida por TGFb1,
PDGF y C_CL2 se muestra en la figura 7A y B. TGFb1, PDGF y CCL2

reguladas ascendentemente enléxpresién de IL13Ra1 en fibroblastos de UIP.

La sefalizacion a través de IL13Ra2 se ha demostrado recientemente que es

profibrotica a través de induccién de TGFb1. Los tres mediadores indujeron

una regulacion - ascendente en expresion de IL13Ra2, haciendo

potencialmente a estas células mas sensibles a respuesta mediada por IL-13.
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EJEMPLO 2

Tejido pulmonar de pacientes con IPF y no fibroticos se trituré y

se puso en un matraz de cultivo de tejido de T75cm con 20 ml de medio

(DMEM con/15% . de FCS, 1% de PVSA,' y L-Glutamina). El medio se cambié ;

dos veces a la-'semana hasta que se formaron colonias de células. Las células

fueron desprendidas y llevadas a pasaje. Los experimentos se realizaron

después del pasaje numero cinco.

Aislamiento de ARN
Los fibroblastos se cultivaron durante la noche en DMEM 15% de
FCS 1% de Glutamax, 1% de penicilina/estreptomicina a 1x105 células en 500

ul/pozo de una placa de 24 pozos. Las células se cultivaron durante 24 hr en

DMEM sin s’Uerb, El medio se cambié DMEM complementado con albumina

de suero humano y'los cultivos se incubaron durante 24 y/o 48 hr. Para

cosechar ARN, las componente cultivadas se lisaron usando un mini equipo

'RNeasy (Qiagen, Inc. V'alencia, CA) segun las instrucciones d_el’ fabricante. La

calidad y cantidad de ARN se determind con 2100 BioAnalyzer (Agivlent

Technologies, Palo Alto, CA).

'RT-PCR

La reaccion de transcripcion reversa se realizd por protocolo

- usando reactivos TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) a 25°C
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‘durante 10 minutos, 48°C durante 30 minutos, 95°C durante 5 mlnutos Se

reahzo PCR en tlempo real usando d|sposmones de baja denS|dad de ABI

v 'personallzadas (|n|cnadores y sondas.de prueba sobre demanda dupllcados)_

con el S|stema de detecaon de secuencia ABI Prism® 7900. En presencna de

'ADN polimer_asa AmpliTaq Gold (Applied Biosyst_em_s, Foster Clty, CA), la

reaccion se incubo durante 2 min a 50°C seguido por 10 min a 95°C. Después

‘la reaccion se llevo a cabo dUrante 40 ciclos en 15 Seg-, 95°C y 1 min, 60°C

por ciclo. El control endégeno GAPDH se uso para normalizar las muestras _

usando el método de DCT para cuantificacion relativa.

Inmunodeteccion

Los fibroblastos se cultivaron durante la noche como se describié -

antes. Los sobrenadantes se pusieron en alicuotas para prueba usando panel

30plex de citocina/quimiocina humana LINCOplex (Millipore), equipo ENA-78'

Quantikine y equipo IL-13RA2 ELISA (R&D systems)

Resultados: -

ADNc de 7 lineas de fibroblastos_pulmonareé'de IPF y 5 lineas
de fibroblastos pulmonares no fibroticos se evaluaron a 24 hr por RT-PCR -
para expresion relativa de CXCLS5, CCL2, IL13ra2'y IL-6. E! cuadro 1 muestra -

‘la expresiéon en numero de veces relativa para cada linea de IPF sobre la

media'dCt'(Ct — GAPDHCt objetivo) para las lineas no fibréticas.

La linea de células de IPF 126 tuvo la fnayor'expresién para
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CXCL5, IL13ra2 y IL-6. La expresidén de CCL2 fue mayor que o igual a dos
veces mayor que en las células no fibréticas para 6 de 7 lineas de células. Los

niveles de. expresion de CXCL5 y IL6 fueron mayores que 0 _iguales a dos

~veces mas que las células no fibroticas y para 5 lineas de células y la

expresion de 1L13ra2 fue mayor que o igual a dos veces mas que las células

no fibroticas para 4 lineas de células.

CUADRO 1

Linea 116 [ 122 [ 123 | 126 | 138 148 201 | Medianade

No./ Gen - numero de
: veces de
incremento

C_XCL5 1 2 6 2752 |5 22_' 1 5.18
CCL2 2 2 4 3 4 0 3
IL13Ra2 1 1 3 14 4 1
IL,6 2 2 2 683 0 1 2

Analisis de proteina

qu sobrenadantes de 5 lineas de UIP‘y 5 lineas no fibréticas se
probaron para expresién de proteina de IL-6, IL-8, CCL2, CXCL5, G-CSF y
VEGF por ELISA o multiplex.. Los cuadros 2 y 3 muestran los niveles de
proteina en pg/ml para todas las lineas de células probadas. La linea de
células fibrotica 148 tuvo los niveles de expresién mas altqs para IL-6', IL-8, G-

CSF, CCL2, y VEGF. La linea de céiulas 126 fue mas alta para CXCL5 (16430

pg/ml). La expresién de IL-8 fue mayor que o igual a 2 veces la mediana de la
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exprésic')n_ no fibrética para las 5 lineas de células. La expresion de CCL2 y IL-

6 fue mayor que o igual a dos veces la mediana de la expresion no f_ibrética_ _

para 4 de 5 lineas de células. La expresion dé G-CSF fue mayor que o igual a

dos veces la mediana de expresion no fibrética para 2 lineas de células. La -

expresion de VEGF fue mayor que o igual a dos veces la mediana de

expresic’)n no fibrotica para 3 lineas de células. La expresion de CXCL5 fue

mayor que o igual a dos veces la mediana de expresion no fibrotica (para

valores por arriba de 0) para 2 lineas de células. La comparacion de los

valores de mediana para lineas de células fibroticas y no fibréticas indica que

IL8 > IL6 > CCL2 > VEGF en magnitud relativa de diferencia en la mediana

entre las células fibréticas y no-fibréticas.

CUADRO 2

Linea No/Proteina | 130 131 | 134 | 135 | 139 | Mediana
L6 |10 4 18 |63 55 |18

IL8 | 3 4 4 5 37 |4

G-CSF o Jo  Jo |0 0 0

CCL2 1265  [186  |501 |914 | 1506 |501
VEGF 7 12 7 |8 |17 |12
CXCLs |0 0 84 |0 5 |0
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CUADRO 3

Linea No./ | 116 117 | 123 | 126 148 | Mediana Fibrotico/
Proteina : ‘ : No Fibrotico

| IL6 70 143 15 117 5086 |70 3.9

iL8 20 25 26 560 3143 | 26 6.0

G-CSF 0 0 o - {71 1457 |0 -

CCL2 1675 {2050 | 847 | 1572 2651 | 1675 3.3

VEGF 17 26 8 94 712 26 2.2

CXCL5 3 3 77 | 16430 | 470 |77 -

A fin de examinar la relacién entre estos mediadores, la linea de

células fibrotica 126 se tratd con anticuerpo CCL2-neutralizante CNTO888 que

esta compuesto de regiones variables de cadena pesada y cadena ligera

dadas por SEQ ID NO. 27 y 28, respectivamente, o un anticuerpo coincidido

por isotipo irrelevante y los niveles de expresion de gen y proteina

comparados con la misma linea de células sin anticuerpo presente. Los

resultados para la expresion genética se muestran en el cuadro 4 y para

expresion de proteina en el cuadro 5.

CUADRO 4

Por ciento de nivel de células no tratadas .
Gen Otra 1gG1 Anti-CCL2 -
CXCL5 59 <1
CCL2 106 2
IL13Ra2 82 5
IL6 98 <1
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CUADRO 5
S Por ciento de no tratadas

Proteina | No tratadas | Otra IgG1 | Anti-CCL2 | Otra 1gG1 Anti-CCL2
IL6 17442 19435 40 1M1 <1
IL8 | 13900 15634 308 112 2
G-CSF- | 10000 10000 (. 100 <1
VEGF |774 711 175 100 23

12055 9083 32 75 <1

CXCL5

CCL2 no -se puede medir con precision en presencia del

anticuerpo anti-CCL2 (CNTO888), aunque la presenbia de anti-CCL2 se

puede monitorear durante la terapia. El nt]merb de veces mas alto de
reduccién de proteina con CNTO 888 fue G-CSF (6803 veces). El nUmero de
veces mas bajo fue con VEGF (4 veces): G-CSF > IL6 = CXCL5 >IL8 > VEGF

El monitoreo de la progresion de enfermedad por biopsia de

“pulmon en mUItipIes puntos de tiempo seria poco practico. Un panel de

marcadores profibréticos atenuados por CCL2 ha sido identificado y se puede
medir ex vivo para evaluar actividad de CCL2. Usando los marcadores

identificados como sustitutos permitirian monitorear la actividad de anticuerpo

durante terapia para ayudar a determinar opciones de tratamiento tales como

cantidéd y tiempo de dosis. Segundo, los inventores de la presente han
determinado una gran magnitud de variabilidad dentro de una poblacién de

fibroblasto pulmonar de IPF para perfiles de gen/proteina profibrética que

- pueden ser indicativos de subconjuntos de pacientes que responden

potencialmente a terapia con anti-CCL2. Usando el panel de genes/proteinas
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profibrético como marcadores sustitutos de enfermedad, se provee una
medicidon cuantitativa y relativamente no invasiva de la progresion de.

enfermedad.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un método para inhibir por lo- menos una prOteina
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) humana en un paciente que tiene

por lo menos una forma de fibrosis usando por lo menos-un antagonista de

MCP-1, que comprende administrar una cantidad efectiva inhibidora de MCP-

1 de por lo menos un antagonista de MCP-1.

~ 2.- El método de conformidad con la reivindicacion 1, en ddnde

dicho antagonista de MCP-1 se selecciona de una molécula pequefia y una -

proteina.

3.- El método de conformidad con la reivindicacién 2, en donde

dicha molécula pequena se selecciona de derivados de indol, derivados de
amina ciclica, derivados de ureido, heterociclicos, anilidas o pirroles

funcionales con la capacidad para bloquear la unién de CCL2 a CCR2B, o

inhibicién de CCR1 o CCL2 mismo.

4 .- E} métodb de conformidad con la reivindicacion 2, en donde

~dicha proteina se selecciona de un receptor soluble, un anticuerpo, un
- péptido, un fragmento del mismo o una proteina de fusion del mismo.

5.- El método de conformidad con la reivindicacion 4, en donde

dicha proteina ademas comprende un cbmpuesto o proteina que incrementa

la vida media en el suero de dicha proteina.
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6.- El método de conformidad con la reivindicaciéon 4, en donde
dicho anticuerpo comprende por lo menos una regién variable que comprende

por lo menos una region variable de cadena pesada y por lo menos una

‘cadena ligera, dicho ahticuerpo.de MCP-1 _compr'ende_regionés variables de

cadena pesaday de cadena ligera que comprenden SEQ ID NOS: 27y 28.
7.- El método de conformidad con la reivindicacién 4, en donde

dicho anticuerpo comprende por lo menos una region variable de vc.:'adena

pesada y por Ib menos una region variable de cadena ligera, dicho anti‘cuerpo

comprende todas las secuencias de aminoacidos de la region determinante de

complementariedad (CDR) de cadena pesada y cadena ligera de SEQ ID

NOS: 6,7,9,13, 14y 16.

8.- El método de conformidad con la reivindicacion 4, en donde

dicho anticuerpo comprende por lo menos una region variable que comprende '
por lo menos una cadena pesada y por lo menos una cadena ligera, dicho

" anticuerpo de MCP-1 co_mprende regiones variables de cadena pesada y

cadena ligera que_comprénden SEQ ID NOS: 27 y 28.

9.- El método de conformidad con la reivindicacion 4, en donde

dicho anticuerpo comprende por lo menos una region variable de cadena

pesada y por lo menos una regién variable de cadena ligera, dicho anticuerpo '

comprende todas las secuencias de aminoéacidos de la regién detefminante de
complementariedad (CDR) de cadena pesada y cadena ligera de SEQ ID
NOS:6,7,9,13,14y16. .

10.- El método de conformidad con la reivindicacion 4, en donde

7
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- dicho anticuerpo comprende por lo menos una CDR de cadena pesada*b

- cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de por lo menos una de

SEQID NOS: 6, 7,9, 13, 14y 16.

- 11.- El método de conformidad con la 'reivindicacic’)n 4, en. donde
dicho anticuerpo comprende una regién variable de cadena pesada o cadena
ligera de por lo menos una de SEQ ID NO: 2-5 que ademas comprende una
region detefminante de complementariedad (CDR) de una cadena pesada o

ligera o una porcién de unioén a ligando de la misma seleccionada del grupo

que consiste de SEQ ID NO: 6-26; y, opcionalmente asociada funcionélmente ,

con una regién de marco de trabajo, ademas opcionalmente comprende pof lo
menos CH1, goz.ne, CH2 o CH3 de una inmunoglobulina humana. -
12.- El método de conformidad con la reivindicacion 4, en donde
dicho anticuerpo se une a MCP-1 con una afinidad de por lo menos una
seleccionada de por lo menos 10" M, por Io menos 10" M, por lo fnenps 1»0'11

M, o por lo menos 1072 M.

- 13.- El método de conformidad con la reivindicacion 4, en donde »

dicho anticUerpo sustancialmente modula por lo menos una actividad de por lo
menos un polipépti_do de MCP-1.

14.- El método de conformidad con Ia reivindicaci'én 1, en donde

dicha molécula pequefia o proteina se provee como una composicidn que .

comprende ademas por lo menos un vehiculo o diluyente farmacéuticamente

aceptable.

15.- El método de conformidad con la reivindicacion 1, en donde |

39



@

10

15

20

74

‘dicho método ademas comprende administrar por lo menos un compuesto o

polipéptido seleccionado de por lo menos uno de marcador o reportero
detectable, un antagonista de FNT, un féhhacb .anti-i‘nfe.ccioso, un fér.maco.del
sistemavcardiovascular (CV), un férmaco‘del siétema neryioso central ’(’SNC),
un farmaco del sistema nervioso autonomo (ANS), un farmaco del tracto
respiratorio, un férmac_o del tracto gastrointestinal (Gl), un farmaco hormonal,
un farmaco para equilibrio de fluido o electrolitos, un farmaco hématol()gico,'
un antineoplasico, un farmaco inmunomodulador, un farmaco oftalmico, o6tico
o nasal, un farmaco tépico, un producto thricionaI, una citocina, 0 un.
antagonista de citocina.

16.- El método de conformidad éon la reivindicacion 1, en,donde_
dicha cantidad efectiva inhibidora es 0.001-50 mg/kilogramo de las células,
tejido, 6rgano o animal. |

17.- El método de conformi‘dad con vIa reivindicéciéh 1, en donde
dicha administracion es por lo menos por un modo seleccionado de
parenteral, subcutanea, intramuscular, intravenosa, intraarticular,
intrabronquial, intraabdominal, intrabapsular, intracartilaginosa, intracavitaria,
intracelial, intracerebelar, intracerebroventricuIar, intracdlica, . intracervical,
intragastrica, intra'hepética; “intramiocardica, | intraosteal, intrapélvica,
intrapericardiaca, intraperitoneal, intrapl_eu'ral, intraproétética,' intrapulmonar,
intrarrectal, intrarrenal, intrarretinal, intraespinal, intrasinovial, intratorécicé,
intrauterina, intravesiCaI, intralesional, bolo, vaginal, rectal, bu¢a|, sublingual,

intranasal o transdérmica.
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18.- El método de conformidad con la reivindicacién 1, en donde
dicha fibrosis es fibrosis especifica de érganos o fibrosis sistémica.
3 19.- El método de conformidad con la reivindicacién 18, | en

donde dicha fibrosis especifica de érganos esta asociada con por lo menos

~uno de fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica, fibrosis renal, fibrosis cardiaca,

fibrosié vascular; fibrosis de la piel, fibrosis ocular, fibrosis de médula 6sea u
otras fibrosis.

20.- El métbdo de conformidad con .la reivindicacion 19, en
dohde dicha fibrosis pulmonar esta aéociada con por lo menos una de fibrosis
pulmona'rvinducida por farmacos, asma, sarcoidosis o enfermedad pulm.onar
obstructiva crénica. |

21.- El método de conformidad con la reivindicacion 19, en
donde dicha fibrosis hepatica esta asociada con por lo menos una de cirrosis,
esquistomasomiasis o colangitis.

22.- El método de conformidad con la reivindicacién 21, en

donde dicha cirrosis se selecciona de cirrosis post-hepatitis ‘C, cirrosis biliar

primaria.

23.- El método de conformidad con Ia reivindicacién 22, en
donde dicha colangitis es colangitis esclerosante.

24.- El método de conformidad con la reivindicacion 19, en
donde dicha fibrosis renal esta asociada con glomeruloesclerosis de lupus.

25.- El método de conformidad cdn la reivindicacion 19, en

donde dicha fibrosis cardiaca esta asociada con por lo menos un tipo de

&/
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" infarto de miocardio.

26.- El método de conformidad con la reivindicacion 19 en
donde dicha fibrosis' vascular estqd asociada con por lo men‘os'una'de
- résténosis arte_rial post-angioplastia o aterosclerosis.

27.- El método de conformidad con la reivindicacion 19, en )

donde dicha fibrosis de la piel esta asociada con por lo menos una de
queloide o dermatopatia fibrosante nefrogénica. _v

28.- El método de conformidad con la reivindicacion 19, en

" donde dicha fibrosis ocular esta asociada con por lo menos una de fibrosis

retro-orbital, cirugia post-bataratas o vitreorretinopatia prolife_rativa.

29.- EI método de conformidad con la reivindicacién 19, en
donde:dicha fibrosis de médula 6sea esta asociada con por lo menos una de
mielofibrosis idiopatica o mieldfibrosis inducida por farmacos.

30.- El método de conformidad con la reivindicacion 19, en
donde las otras fibrésis'_se seleccionan de enfermedad de \'Peyronie,
contractura de Dupuytren b dermatofniositis.

31.- El méton de conformidad con la reivindicacion 18, en

donde dicha fibrosis sistémica se selecciona de esclerosis sistémica y

enfermedad de injerto versus hospedero.

32.- Cualquier invencion descrita aqui.
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SEQUENCE LISTING
<110> Centocor, Inc., Murray, Lynn; Syed, Farhat; Das, Anuk
<120> CCR2 antagonists for TREATMENT OF FIBROSIS
<130> CEN5158 PCT
<140> US 60/828,253
<141> 2006-10-05
<160> 28
<170> PatentIn version 3.3
<210> 1
<211> 76
<212> PRT
<213> Homo sapiens
1 <220>
<221> VARIANT
<222>  (1)..(1)
<223> Xaa may be Gln, Glu, or pyroglutamic acid
<220>
«221> VARIANT
<222> (40)..(40)
<223> Xaa may be Ala or Ser
<220>
<221> VARIANT
<222> (41)..(41)
<223> Xaa may be Val or Ile
<220>
<221> VARIANT
<222> (43)..(43)
<223> Xaa may be Phe or Tyr
<220>
<221> SITE
<222> (69)..(69)
<220>
<221> SITE
<222> (75)..(75)
<223> Conjugate position, e.g. biotin or PEG-biotin
<400> 1

Xaa Pro Asp Ala Ile Asn Ala Pro Val Thr Cys Cys Tyr Asn Phe Thr

1

Asn Arg Lys Ile Ser Val Gln Arg
20

5 10

25
40

15

Leu Ala Ser Tyr Arg Arg Ile Thr
3
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WO 2008/060783 PCT/US2007/080542

Ser Ser Lys Cys Pro Lys Glu Ala Xaa Ile Xaa Lys Thr Ile Val Ala
35 40 45

Lys Glu Ile Cys Ala Asp Pro Lys Gln Lys Trp Val Gln Asp Ser Met
50 55 60

Agsp His Leu Asp Lys Gln Thr Gln Thr Pro Lys Thr
65 © 70 75

<210> 2
<211> 119
<212> PRT

<213> human

<220>
<221> FR1
<222> (1)..(25)

<220>

<221> CDR1

<222> (26)..(35)
<223> Degenerate

<220>

<221> FR2

<222> (36)..(46)
<223> Degenerate

<220>

<221> " CDR2

<222> (47)..(66)
<223> Degenerate
<220>

<221> FR3

<222> (67)..(98)

<220>
<221> CDR3
<222> (99)..(108)

<220>

<221> FR4

<222> (109)..(119)
<400> 2

Gln Val Glu Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr
20 : 25 30

Gly Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

41

g



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

WO 2008/060783

Gly

Gln

Met

Ala

Thr

Xaa Ile Xaa Pro
50

Gly Arg Val Thr

Glu Leu Ser Ser
85

Arg Tyr Asp Gly
100

Leu Val Thr Val
115

<210> 3
<211l> 109
<212> PRT
<213> Human

<220>

<221> FR1

<222> (1)..(23)
<220>

<221> CDR1
<222> (24)..(35)
<220>

<221> FR2

<222> (36)..(46)

<220>
<221> CDR2
<222> (47)..(57)

Xaa

Ile

70

Leu

Ile

Ser

<220>

«221> FR3

<222> (58)..(89)
<220>

<221> VARIANT

<222> (90)..(90)
<223> X may be H or Q
<220>

<221> CDR3
<222> (90)..(97)

<220>
<221> VARIANT
<222> (94)..(%4)

Xaa

Thr

Arg

Tyr

Ser

Gly Xaa Xaa Xaa Tyr Ala Gln

Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr

Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr

Gly Glu Leu Asp Phe Trp Gly

105

90

75

60

110

PCT/US2007/080542

Lys

Ala

Tyr
95

Gln

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

«223> X may be Glu, Gln, Asp, Ser, Thr, or Phe

<220>
42
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or

Leu

Gln

Gln

Val

Thr
75

Gln

Glu

Gln

Serx

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Ile

Leu

vVal

Pro

45

Ala

Ser

Ile

Lys

WO 2008/060783
<221> VARIANT
<222> (95)..(95)
<223> X may be Leu, Ile, His, Tyr, Phe,
<220>
<221> VARIANT
<222> (96)..(96)
<223> X may be Trp, His, Ser, Proline
<220>
<221> VARIANT
<222>  (97)..(97)
<223> X may be Ala, Val, Asn, Gln, Ser, or Proline
<220>
<221> VARIANT
<222> (98)..(98)
<223> X may be absent or Phe or Met
<220>
<221> FR4
<222> (98)..(109)
<220>
<221> FR4
<222> (99)..(109)
<400> 3
Asp Ile Val Leu Thr Gln Sexr Pro Ala Thr
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser
20 25
Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly
35 40
Ile Tyr Asp Ala Ser Ser Arg Ala Thr Gly
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
65 70
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Xaa
85 90
Xaa Xaa Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val
100 105
<210> 4
<211> 120
<212> PRT
<213> Human
43

PCT/US2007/080542

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Ser

Xaa

Pro

15

Asp

Leu

Phe

Leu

Xaa
95

Gly

Ala

Leu

Ser

Glu

Xaa

§5¢
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WO 2008/060783
<220>
<221> FR1
<222> (1)..(25)
<220>
<221> C(CDR1
<222> (26)..(35)
<220>
<221> FR2
<222> (36)..(46)
<220>
<221> C(CDR2
<222> (47)..(66)
<220>
<221> FR3
<222> (67)..(98)
<220>
<221> CDR3
<222>  (99)..(110)
<220>
<221> FR4
<222>  (111)..¢120)
<400> 4
Gln Vval Gln Leu Val
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser
20
Gly Met Ser Trp Val
35
Ser Asn Ile Arg Ser
50
Lys Gly Arg Phe Thr
€5
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Arg Phe Glu Phe
100
Gly Thr Leu Val Thr
115
<210> 5

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Thr

val

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Pro

Ser

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Trp

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Thr
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Tyr

44

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Phe

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

PCT/US2007/080542

Pro

Arg

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Gly

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gln

¥F
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WO 2008/060783
<211> 107
<212> PRT
<213> Human
<220>
<221> FR1
<222> (1)..(22)
<220>
<221> CDR1
<222> (23)..(33)
<220>
<221> FR2
<222> (34)..(44)
<220>
<221> CDR2
<222> (45)..(55)
<220>
<221> FR3
<222> (56)..(87)
<220>
<221> CDR3
<222> (88)..(97)
<220>
<221> VARIANT
<222> (89)..(89)
<223> Xaa may be Ser or Thr
<220>
<221> VARIANT
<222> (91)..(91)
<223> Xaa may be Asp or Thr
<220>
<221> VARIANT
<222> (92)..(92)
<223> Xaa may be Arg or Ala
<220>
<221> VARIANT
<222> (93)..(93)
<223> Xaa may be Gln or Phe
<220>
<221> VARIANT
<222> (96)..(96)
<223> Xaa may be Thr or Ala
<220>
<221> VARIANT
<222> (97)..(97)
<223> Xaa may be Ala, Gly, or Ser
<220>
<221> FR4
<222> (98)..(107)

45

PCT/US2007/080542
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<400> 5
Asp Ile Glu Leu Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser Val Ala Pro Gly Gln
1 5 10 15
5
Thr Ala Arg Ile Ser Cys Ser Gly Asp Asn Leu Gly Lys Lys Tyr Val
20 25 30
10

Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Val Leu Val Ile Tyr
35 40 45

15 Asp Asp Asp Asn Arg Pro Ser Gly Ile Pro Glu Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Asn Ser Gly Asn Thr Ala Thr Leu Thr Ile Ser Gly Thr Gln Ala Glu
20 65 70 75 80

Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Ser Ser Xaa

85 20 95
®
Xaa Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu
100 105
30
<210> 6
«211> 10
<212> PRT
<213> Human
35
<400> 6
Gly Gly Thr Phe Ser Ser Tyr Gly Ile Ser
1 5 10
40
<210> 7
<211> 20
<212> PRT

45 <213> Human
<400> 7
Trp Met Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln

. 50 1 5 10 15

Lys Phe Gln Gly

20
55
<210> 8
<211> 20
<212> PRT

60 <213> Human

<400> 8

46
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WO 2008/060783

PCT/US2007/080542

Trp Met Gly Ala Ile Asn Pro Leu Ala Gly His Thr His Tyr Ala Gln

1

Lys Phe Gln Gly

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

<400>

Tyr Asp Gly Ile Tyr Gly Glu Leu Asp
1 5

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

<400>

Gly Phe Thr Phe Arg Ser Tyr Gly Met
1 5

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

<400>

Trp Val Ser Asn Ile Arg Ser Asp Gly

1

20

9

10
PRT
Human

9

10

10
PRT
Human

10

11

PRT
Human

11

Ser Val Lys Gly
20

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

<400>

Phe Glu Phe Thr Pro Trp Thr Tyr Phe Asp Phe
10

1

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

<400>

12

PRT
Human

12

13

i2
PRT
Human

13

10

Phe
10

Ser
10

47

15

Ser Tyr Thr Tyr Tyr Ala Asp
10 5

1
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Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Asp Ala Tyr Leu Ala
10

1

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

<400>

1

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

<400>

His Gln Tyr Ile Glu Leu Trp Ser Phe

1

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

<400>

His Gln Tyr Ile Gln Leu His Ser Phe

1

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

<400>

His Gln Tyr Ile Phe Tyr Pro Asn

1

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

<400>

Ser Gly Asp Asn Leu Gly Lys Lys Tyr Val Tyr
1 5 10

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

14

PRT
Human

14

15

PRT
human

15

16

PRT
human

16

17

PRT
Human

17

18

11
PRT
Human

18

19

11
PRT
Human

Leu Leu Ile Tyr Asp Ala Ser Ser Arg Ala Thr
5 10

48
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WO 2008/060783 PCT/US2007/080542

<400> 19

Leu Val Ile Tyr Asp Asp Asp Asn Arg Pro Ser
1 5 10
<210> 20

<211> 10

<212> PRT

<213> Human

<400> 20

@1ln Thr Tyr Asp Arg Phe Ser Ser Thr Ala
1 5 10
<210> 21

<211> 10

<212> PRT

<213> Human

<400> 21

Gln Ser Tyr Asp Arg Phe Ser Ser Thr Gly
1 5 10
<210> 22

<211> 20

<212> PRT

<213> Human

<220>
<221> VARIANT
<222> (4)..(4)

<223> Xaa may be Gly or Ala

<220>

<221> VARIANT

<222> (6)..(6)

<223> Xaa may be Ile or Asn

<220>

<221> VARIANT

<222> (8)..(8)

<223> Xaa may be Ile or Leu

<220>

<221> VARIANT

<222> (9)..(9)

<223> Xaa may be Phe or Ala

<220>
<221> VARIANT
<222> (11)..(11)

<223> Xaa may be Thr or His

<220>
«221> VARIANT
<222> (12)..(12)

49
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Ala or Thr

Asn or His

PCT/US2007/080542

Trp Met Gly Xaa Ile Xaa Pro Xaa Xaa Gly Xaa Xaa Xaa Tyr Ala Gln

WO 2008/060783

<223> Xaa may be

<220>

<221> VARIANT

<222>  (13)..(13)

<223> Xaa may be

<400> 22

1 5

Lys Phe Gln Gly
20

<210> 23

<211> 22

<212> PRT

<213> Human

<220>

<221> VARIANT

<222> (10)..(10)

<223> Xaa may be

<220>

<221> VARIANT

<222> (11)..(11)

<223> Xaa may be

<220>

<221> VARIANT

<222> (13)..(13)

<223> Xaa may be

<220>

<221> VARIANT

<222> (15)..(15)

<223> Xaa may be

<220>

<221> VARIANT

<222> (19)..(19)

<223> Xaa may be

<400> 23

Ser or Thr

Gly or Asn

Ala or Thr

Gly, Ser,

Ser or Gly

or Thr

10

15

Trp Val Ser Ser Ile Glu His Lys Trp Xaa Xaa Tyr Xaa Thr Xaa Tyr

1

5

Ala Ala Xaa Val Lys Gly

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

20

24

PRT
Human

10

50

15

93
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WO 2008/060783
<220>
<221> VARIANT
<222>  (1)..(1)
<223> Xaa may be
<220>
<221> VARIANT
<222> (5)..(5)
<223> Xaa may be
<220>
<221> VARIANT
<222> (6)..(6)
<223> Xaa may be
<220>
<221> VARIANT
<222> (7)..(7)
<223> Xaa may be
<220>
<221> VARIANT
<222> (8)..(8)
<223> Xaa may be
<400> 24

Hig or Gln

Asp, Glu,

Gln, Leu,

Trp, His,

Ala, Gln,

Xaa Gln Tyr Ile Xaa Xaa Xaa

1

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

5

25

PRT
Human

VARIANT
(2)..(2)
Xaa may be

VARIANT
(4)..(4)
Xaa may be

VARIANT
(5) ..(5)
Xaa may be

VARIANT
(6)..(86)
Xaa may be

VARIANT
(9)..(9
Xaa may be

Ser or Thr

Asp or Thr

Ala or Arg

Gln or Phe
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m(:'r:ts auﬁuch combination belng obvious to a person skilled
in the

*&* document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

23 July 2008

Date of maiting of the intemalional search report

11/08/2008

Name and mailing address of the ISA/

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

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

Authorized officer

Fayos, Cécile-

* Fom PCT/ISA/210 (second sheet) (April 2005)

page 1 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

international application Np

PCT/US2007/080542

C(Continuation).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

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

Relevant to claim No.

I x

- page 61 - page 64 -

- FERREIRA AHALIA M ET:AL: "Diminished

induction of skin f1bros1s in mice with
MCP-1 deficiency." -

THE JOURNAL OF INVESTIGATIVE DERMATOLOGY
AUG 2006,

vol. 126, no. 8, August 2006 (2006 08)
pages 1900 1908 XP002489418

ISSN: 0022-202X

the whole document

page 1901, left-hand column, lines 1-6

-page 1904, right- -hand column paragraph 1 ..
. page 1905, right hand co]umn paragraph 3

- us 2006/039913 A1 (DAS ANUK [US] ET AL)

23 February 2006 (2006 -02- 23)

- claims 1-34

paragraph [0019]

- page 24, right-hand column, lines 17220,

paragraph 203

paragraphs [0205] - [0209]

page 26, paragraph 210

WO 99/07351 A (ZENECA LTD [GBJ BARKER
ANDREW JOHN [6B]; KETTLE JASON GRANT [GB]
FAU) 18 February 1999 (1999-02-18)

“cited in the application

page - 2, line 1 - page 11, '1ine 11 -
page 18 line 17 - page 19, line 2
page 1, line 7 - Yine 19 :

US 2003/096705 Al (LABORDE EDGARDO [US] ET

AL) 22 May 2003 (2003-05-22)
page 11, paragraphs 163, 164

_ claims 1 57

WO 2006/085961 A (CENTOCOR INC [US] DAS
ANUK [US]; CARTON JILL M [US])

17 August 2006 (2006-08-17)

claims 1-62 -

page 60, lines 25-27

1= 5_ .
‘12-32

1-5,
12-32

. Form PCT/1SA/210 (continuation of second shast) (April 2005}

page 2 of 2



Internenonal Application No. PCT/US2007 /080542

| FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

Cont1nuat1on of Box II.1

- Claims Nos.: 6—11 1-5, 12~ 32 part1a11y

 The spec1f1c sequences of claims 6-11 have, according to PCT Rule
13ter.1.d, not been searched since the Sequence Listing as present in
the description does not comply with the WIPO Standard ST 25 prescribed
in-the administrative instructions under Rule 5. 2. The Sequence Listing .
has been furnished neither in paper form nor in machine readable form as
provided for in the same instructions and the app11cant has not remedied
the. disclosed deficiencies within the time fixed in the invitation
pursuant to PCT Rule 13ter.l.a. '

Continuation of Box II.2 ‘
Claims Nos.: 1-5, 12-32 (partially)’

Present claim 1-5, 12-32 relate to compounds which have a given desired
property or effect namely "MCP-1 antagonists™ (i.e. are merely defined
by their ability to antagonise MCP-1 - result to be- achieved). However,
the description does not provide support and disclosure in the sense of'
Article 6 and 5 PCT for any such compounds having the said property or
effect and there is no common general knowledge of this kind available
to the person skilled in the art. Furthermore, dependent claims 2- 5 fail
to provide a definition of the MCP-1. antagon1st to be used in technical
terms (i.e. in terms of a structure or sequence). This non-compliance

- with the. substantive provisions is to such an extent, that the search
was performed taking into consideration the non- compliance in
determ1n;ng the extent of the search of the claim (PCT Guidelines 9. 19
and 9.20 .

The search of claims 1 5, 12- 32 was consequent]y restricted to the broad A
concept of compounds hav1ng the desired property or effect.

In addition, the initial phase of the search revealed a very large .
number of documents relevant to the issue of novelty. So many documents

. were retrieved that it is impossible to determine which parts of the
claims may be said to define subject-matter for which protection might
legitimately be sought (Article 6 PCT). For these reasons, the .search 2
‘was performed taking into consideration'the non—complfance in

~determining the extent of the search of claiml-5, 12-32, which was
restricted to the broad concept of MCP-1 antagonists (an in particular
antibodies) for the treatment of fibrosis. Some (but not all) relevant
documents disclosing MCP-1 antagonists for the treatment. of fibrosis
have been cited. .

Y



International Application Ne. PCT/ US2007 /080542

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM .éCTASAI 210

The applicant’s attention is drawn to the fact that claims relating to
inventions in respect of which no international search report has been
established need not be the subject of an international preliminary
examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant is advised that the EPO
policy when act1ng as ‘an International Preliminary Examining Authority is
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has

~not been searched. This is the case 1rrespect1ve of whether or not the
claims are amended following receipt of the search report or during any
Chapter II procedure. If the application proceeds into the regional phase -
before the EPO, the applicant is reminded that a search may be carried
out during examination before the EPO (see EPO Guideline C-VI, 8.2),
should the -problems which led to the Article 17(2)PCT dec]arat1on be
overcome .-
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. . . . lntematmnal application No. :
INTERNATIONAL SEARCH REPORT - © | RCT/US2007/080542
Box No. II'. ' Qﬁeewations where certain claims were fégnd>unsearc;\able‘ (Coetinuation of item 2 of fir:st' sheet) -

This interhetional search report has not been.e‘stab,lished in respect ot certain claims.under Article 17(2)(&'1) for the following reasons:

1. l'l Claims Nos. 11: 1-6, 12-32 partia]l
because. they relate to sub?ect matter not-tequiredto bg s2arched byythis Authority, namely:

see FURTHER lNFORMATION sheet PCT/ISA/210

2. [X] clamsnos: 1-5, 12-32 (par‘t1aHy)

becauss they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requlrements to such
. an extent that no meaningful international search can be carried out, specmcally .

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210-

3. D Claims Nos.:"
because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6:4(a).

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

This international Searching Authority'found multiple inventions in this international application, as foliows:

1. I:l As all requ:red addltlonal search fees were nmely paid by the appllcant -this international search-report covers allsearchable
claims.

2 As all searchable clalms could be searched without effort |ustify|ng an addlnonal fees, this Authonty dig not invite payment of
additional fees.
3. As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this mtematxonal search reportcovers

only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

1

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

Remark on Protest The additional search fee= were accompamed by the appllcant's protest and, where applicable, the
. : payment of a protest fee.

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

D No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) '(Aprll 2005)
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT,

*|” International application No

Information on patent' family njemhers PCT /U $2007 / 0805 4 2
Patent document Publication Patent tamily Publication .
cited in search report - . date member(s) date
W0 2006125201 A 23-11-2006  NONE .
EP 1325751 A 09~07-2003 AU 9230101 A 22-04-2002
) 5 S CA 2425765 A1 - 11-04-2003"
CN 1469756 A 21-01-2004
WO - 0230464 A1 18-04-2002
NO 20031650 A - 05-06-2003
Us 2005053603 Al 10-03-2005 -
US 2006039913 Al 23-02-2006 - NONE _ ‘
WO 9907351 A . 18-02-1999 . AT 244007 T - - 15-07-2003
o S . AU 745907 B2 11-04-2002
AU 8638198 A 01-03-1999
BR 9811818-A . - 15-08-2000
CA 2297290 Al 18-02-1999
CN . 1265591 A ~ 06-09-2000
A 20000431 A3 17-05-2000
- DE 69816091 b1 - 07-08-2003
DE 69816091 T2 - 19-05-2004
DK 1003504 T3 13-10-2003
EP - 1003504 A2 .31-05-2000
ES 2201517 13 - -16-03-2004
"~ HK . 1027979 Al 31-10-2003
HR . 20000061 A2 - 31-12-2000
HU 0004301. A2 28-12-2001
1D 23666 A - 11-05-2000
JP - - 3863722 B2 - 27-12-2006
JP 2001513494 T 04-09-2001
NO 20000573 A '04-02-2000
NZ 502056 A .. 01-02-2002
PL . 338948 Al , 04-12-2000
PT. 1003504 T - 28-11-2003
RU 2217142 C2 - 27-11-2003
SK 1672000 A3 -11-12-2000
"TR 200000289 T2 '21-08-2000
- UA 63968 C2 -15-09-2000
us 6441004 Bl . 27-08-2002
A 9807090 A , 08-02-1999
US 2003096705 Al 22-05-2003 US 2004198719 Al " 07-10-2004
' o . US 2004077680 Al _ 22-04-2004
, - WO - 2005014600 Al 17-02-2005
WO 2006085961 A 17-08-2006. CA~ ~ 2572289 Al 17-08-2006
- : ' A2 16-05-2007

©EP 1784425

Fomm PCTASA/210 (patent family annex) (April 2005)




PCT

GENERAL POWER OF ATTORNEY
{for several international applications filed under the Patent Cooperation Treaty)
(PCT Rule 90.5)

The undersigned person(s):
(Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. The address must include postal code and
name of country.):

CENTOCOR ORTHO BIOTECH INC.
800/850 Ridgeview Drive

Horsham, PA 19044

United States of America

hereby appoint(s) the following person as: I agent [CJeommon répresentative

Name and address
(Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. The address must include postal code and name of country.)

DOW, KENNETH J. (Reg. No. 32,890)
Johnson & Johnson

Patent Law Department

One Johnson & Johnson Plaza

New Brunswick, NJ 08933-7003
United States of America

to represent the undersigned before all the competent International Authorities
] the International Searching Authority only
[T} the International Preliminary Examining Authority only

in connection with any and 4ll international applications filed by the undersigned with the following Office Upited States Patent
and Trademark Office as receiving Office and to make or receive payments on behalf of the undersigned.

Signature(s) (where there are several persons, each of them must sign; next 1o each signature, indicate the name of the person
signing and the capacity in which the person x]g:7 sicch capacity is not obvious from reading this power):

e e
@yfng Ren -/
Sistant Secretary

Centocor Ortho Biotech Inc.

Date: March 27, 2009

Form PCT/Model of general power of attomey {for several intemational applications) (July 1992)
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FAX HEADER 2: 17325247860¢€
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CORPORATE HEADQUARTERS

PATENT LAW DEPARTMENT
ONE JOHNSON & JOHNSON PLAZA
NEW BRUNSWICK, NEW JERSEY 08933

FACSIMILE TRANSMISSION COVER SHEET

TO:!: The International Bureau of WIPO
Attn: Athina Nickitas-Etienne

FACSIMILE NUMBER: 011 41 22 338 8270

FROM: Donna M. Sposato
TELEPHONE NO.: {732) 524-3990 ROOM NO.: WH 3212 E
DATE: ) March 27, 2009

FACSIMILE NUMBER:  (732) 524-2808

NUMBER OF PAGES INCLUDING THIS COVER SHEET: 6

COMMENTS: RE: CENS168WOPCT
International App. No.: PCT/US2007/080542

Please see the attached PCT GENERAL POWER OF ATTORNEY, REQUEST FOR
RECORDING OF A CHANGE IN APPLICANT UNDER RULE 92bis and INVENTORS’

NAME, ADDRESS AND CITIZENSHIP CORRECTIONS UNDER RULE 92bis.
Thank you,

Donna M. Sposalo

THIS MESSAGE 1S INTENDED ONLY FOR THE INDIVIDUAL OR ENTITY TO WHICH IT IS ADDRESSED
AND MAY CONTAIN INFORMATION THAT IS PRIVILIGED, CONFIDENTIAL AND EXEMPT FROM
DISCLOSURE UNDER APPLICABLE LAW. IF THE READER OF THIS MESSAGE 1S NOT THE
INTENDED RECIPIENT, OR THE EMPLOYEE OR AGENT RESPONSIBLE FOR DELIVERING. THE
MESSAGE SOLELY TO THE INTENDED RECIPIENT, YOU ARE HEREBY NOTIFIED THAT ANY
DISSEMINATION, DISTRIBUTION OR COPYING OF THIS COMMUNICATION IS STRICTLY
PROHIBITED. IF YOU HAVE RECEIVED THIS COMMUNICATIN IN ERROR, PLEASE NOTIFY US
IMMEDIATELY BY TELEPHONE AND RETURN THE ORIGINAL MESSAGE TO US AT THE ABOVE

ADDRESS VIA THE 1).5. POSTAL SERVICE. THANK YOU.
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PCT

GENERAL POWER OF ATTORNEY
(for several internasional applications filed under the Patent Cooperanion Treaty)
(PCT Rule 90.5)

The undersigned person(s):
(Family name followed by given name; for u legal entity, fill official designation. The address must include posial code and
aame of country. ):

CENTOCOR ORTHO BIOTECH INC.
800/850 Ridgeview Drive

Horsham, PA 19044

United States of America

hereby appoint(s) the following person as: ] agent [eommon represeniative

Name and address
(Family name followed by given name; for a legal entity, fuil officiol designation. The adelress must include postal code and name of country. }

DOW, KENNETH J. (Reg. No. 32,890)
Johnson & Johnson

Patent Law Department

One Johnson & Johnson Plaza

New Brunswick, NJ 08933-7003
United States of America

Lo represent the undersigned before (X all the competent International Authorities
[ he International Searching Authority only
[ the nterpational Preliminary Examining Authority only

in conmection with any and all international applications filed by the undersigned with the following Office United States Patent
and Trademark Office as receiving Office and 10 make or receive payments on behalf of the undersigned.

Signatuce(s) awhere there are several pevsons. each af them
signing and e capacity in which the person

§, L/""" "’7 ] fi
T e —,-.,.__*;’
X@}fng Ren

L AsSistant Secreta ry
Centocor Ortho Biotech Inc.

Date: March 27, 2009

Forrn PCT/Model of general power of attomey (for severil interational applications) (Juty 1992y
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| hereby certify that this paper is being facsimile transmitted to the Infernational Bureau on the dat-a below to
Facsimite Telephone Number 9 011 +41 22 338 7489 F10
Donna M. Sposato -

o T \d
(S!gnature) /
March 27, 2009

{Date)

IN THE INTERNATIONAL BUREAU OF WIPO

Docket No. :  CENS158WOPCT

Applicant ;. CENTOCOR

New Applicant :  Centocor Ortho Biotech inc.
International

Appin. No. . PCT/US2007/080542
international

Filing Date : 05 October 2007

‘Title

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
CH-1211 Geneva 20 Switzerland

REQUEST FOR RECORDING OF A CHANGE IN APPLICANT UNDER RULE 92bis

Dear Sir:

The applicant has changed since the subject PCT application was filed. New appiicarit requests that the
International Bureau record the change as follows:

CENTOCOR ORTHO BIOTECH INC.
800/850 Ridgeview Drive
. Horsham PA 19044

In accordance with Rule 90.3, new applicant herewith submits the related Merger document in support of
this request.
Please notify all Offices and PCT authorities of this change and should there be any fees associated with

this change, the International Bureau is hereby authorized to charge EP Deposit Account Number
28300161,

Respegtfully submitted,

nneth J. D6w Reg. No. 32,890
Vice President
Centocor Ortho Biotech Inc,

Johnson & Johnson

One Johnson & Johnson Plaza
New Brunswick, NJ 08933-7003
(732) 524~1685 — Tel.

(732) 524-2808 ~ Fax

Dated: 20 March 2009

)2/



Dacket No. CENS158WOPCT

IN THE PATENT COOPERATION TREATY

Applicant : Centocor Ortho Biotech Inc.
International Application No. : PCT/US2007/080542
Intemational Filing Date : 5 October 2007
International Publication No. : W0/2008/060783
International Publication Date: 22 May 2008
Title: CCR2 ANTAGONISTS FOR TREATMENT OF FIBROSIS

1 hereby certify that this correspondence is being transmitted via facsimile to The International
Bureau of WIPQ, Fax No. 011-41-22-338-8270

March 27, 2009

(date of Transmission)

Donna M. Sposato

(Name of person signing certificate)

/Donna M. Sposato/

(Signature)

March 27, 2009

(Date of Signature)

International Bureau of WIPQ
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzerland

INVENTORS’ NAME, ADDRESS AND CITIZENSHIP CORRECTIONS UNDER
RULE 92bis

Dear Sir:

With respect to the subject international application, the inventors” addresses and
citizenhships were incorrectly filed in the PCT. Furthermore, two inventors’ names were also
incorrectly submitted on the PCT Request. The following is a submission as to the corrected

information.



PCT/US2007/080542

NAME CORRECTION:

Names as filed in PCT Request Correct Name

Lynn MURRAY Lynne MURRAY

Fahrat SYED Farhat SYED

ADDRESS CHANGE:

Inventor As filed in PCT Request As Corrected

Anuk DAS Centocor, 200 Great Valley 1307 Berwyn-Paoli Road,
Parkway, Malvern PA 193535, Berwyn, PA 19312, USA
United States of America

Lynne MURRAY Centocor, 200 Great Valley 733 Crooked Lane, King of
Parkway, Malvern PA 19355, Prussia, PA 19406, USA
United States of America

Farhat SYED Centocor, 200 Great Valley 13 Billers Chase, Beualieu Park,
Parkway, Malvern PA 19355, Chelmsford, Essex CM1 6BD
United States of America England

CITIZENSHIP CORRECTION:

Inventor As filed in PCT Request As Corrected
Anuk DAS us GB
Lynne MURRAY us GB
Farhat SYED us GB

Please record these changes and notify all Offices and PCT authorities. Should there be any fees
associated with this document, the Patent Office is hereby authorized to charge Deposit Account
28300161.

[23



PCT/US2007/080542

Johnson & Johnson

One Johnson & Johnson Plaza
New Brunswick, NJ 08933-7003
Phone: (732) 524-1685

Fax: {732) 524-2808

Dated: March 26, 2009

Respectfully submitted,

/Kenneth J. Dow Reg. No. 32.890/
Kenneth J. Dow, Reg. No. 32,890
Vice President

Centocor Ortho Biotech Inc.

/2y



I hereby certify that this paper is being facsimile transmitted to the International Bureau on the ¢ date below o
Facsimile Telephone Number 9 011 +41 22 338 7458 § 1 70
Donna M. Sposato

4
(Slgnatum) |
March 27, 2009

{Date)

IN THE INTERNATIONAL BUREAU OF WIPO

Docket No. . CEN5158WOPCT

Appficant . CENTOCOR

New Applicant : Centocor Ortho Biotech Inc.
international

Appin. No. . PCT/US2007/080542
International

Filing Date ;05 October 2007

Title

The Internationat Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
CH-1211 Geneva 20 Switzérland

REQUEST FOR RECORDING OF A CHANGE IN APPLICANT UNDER RULE 92bis

Dear Sir:

The applicant has changed since the subject PCT application was filed. New applicant requests that the
international Bureau record the change as follows:
CENTOCOR ORTHO BIOTECH INC.

800/850 Ridgeview Drive

. Horsham PA 19044
in accordance with Rule 90.3, new applicant herewith submits the related Merger document in support of
this request.
Please notify all Offices and PCT authorities of this change and should there be any fees associated with
this change, the International Bureau is hereby authorized to charge EP Deposit Account Number
28300161. '

Respegtfully submitted,

nneth J. D6w Reg. No. 32,890
Vice President
Centocor Ortho Biotech inc.

Johnson & Johnson

One Johnson & Johnson Plaza
New Brunswick, NJ 08933-7003
(732) 524-1685 - Tel.

(732) 524-2808 ~ Fax

Dated: 20 March 2009
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SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [¥ MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacién de que se solicita la concesién de una patente [+
¢ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud  [“]
¢ Descripcion de la invencion [T
¢ Dibujos de ser estos pertinentes (1
$ Comprobante de pago de las tasas establecidas T
COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]
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¢ Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
& Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion gréafica 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 [ ]
¢ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado []
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor(a)
RODRIGUEZ D~ ALEMAN DILIA MARIA

REFERENCIA Radicacidén No. 9 36246
Solicitud internacional pct/us2007/080542
Fecha inicio fase nacional 05/05/2009
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No. Ng 5 8 9 3

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidn 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidén 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 el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que acredita la
existencia y representacidn 1legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

2. Debe aclarar el nombre del solicitante, por cuanto la publicacién internacicnal
difiere del petitorio presentado en fase nacional.

3. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidén 486 de la Comisgidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberadn legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a gue hace
referencia la Regla 4.17 1i) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de 1las tales declaraciones se determinard segin indiguen
claramente wuna cesidn de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para gque dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidén del presente oficioc, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la golicitud se
considerard abandonada y perdera su prelacidn.

Notifigquese el ©presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo guinto del titulo primero de la Circular Unica No.l1l0 de 2001.

Continua en la pagina siguiente...
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor (a)

RODRIGUEZ D~ ALEMAN DILIA MARIA
Apoderado(a) y/o Representante de
CENTOCOR ORTHO BIOTECH INC

REFERENCIA Radicacidén No. 9 36246
Solicitud internacional pct/us2007/080542
Fecha inicio fase nacional 05/05/2009
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No. Ng 5 8 g 4

Teniendo en cuenta gque el capitulo reivindicatorio presentadoc excede de quince
reivindicaciones, es necesario que cancele la tasa establecida por cada
reivindicacidén adicicnal presentada, de conformidad con 1lo dispuesto en la
resolucién de tasas vigente para la fecha de presentacidén de la solicitud, so pena
de que no sean tenidas en cuenta dentro del presente tramite administrativo.

En consecuencia, con fundamento en lo previsto por el articulo 12 del Cédigo
Contencioso Administrativo, se le requiere para que dentro del término de dos (2)
meses siguientes a la fecha de notificacién del presente oficio atienda el
requerimiento aqui seflalado. Lo anterior, con el alcance que para tal efecto
establece el articulo 13 de la misma codificacidn, respecto de las reivindicaciones
adicionales.

Notifiquese el ©presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del fifulo primero de la Circular OUnica N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZ /SPEDES DE VERGEL
Jefe de la divisidn de Nuevag Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de
fecha

jfernand 22 MY 2008




