ANTICUERPOS ANTI-GM-CSF Y USOS DE LOS MISMOS

ANTECEDENTES

[0001] El factor estimulante de colonias de granulocitamacrofagos (GM-CSF o GM-
CSF), también conocido como factor estimulante déontas 2 (CSF2), es una
glicoproteina monomérica secretada por macréfagglsjas T, mastocitos, células NK,
células endoteliales y fibroblastos que funcionama una citoquina. Los analogos
farmacéuticos del GM-CSF natural también se conocemo sargramostim vy
molgramostim. A diferencia del factor estimulante dolonias de granulocitos, que
promueve especificamente la proliferacion y madarade los neutréfilos, el GM-CSF

afecta a mas tipos de células, especialmente nago®fy eosinofilos.

[0002] GM-CSF es una glicoproteina monomeérica que funcoamao una citoquina. GM-
CSF estimula a las células madre para producirugpeiios (neutrofilos, eosinofilos y
basdfilos) y monocitos. Los monocitos salen deilauacién y migran hacia el tejido
celular, donde maduran hasta convertirse en maypsfa células dendriticas. Por lo tanto,
es parte de la cascada inmune/inflamatoria, poudd la activacion de un pequefio nimero
de macroéfagos puede conducir rapidamente a un dareersu namero, un proceso crucial
para combatir la infeccion. GM-CSF también tierguabs efectos en las células maduras
del sistema inmunolégico. Estos incluyen, por ejemiphibir la migracion de neutroéfilos

y causar una alteracion de los receptores expresadia superficie de las células.

[0003] GM-CSF realiza la sefalizacion a través de un thaetsr de sefal y un activador
de transcripcion, STAT5. En macrofagos, tambiéhasdemostrado que la sefalizacion se
da a través de STATS3. La citoquina activa los mfagds para inhibir la supervivencia de
los hongos. Induce la privacion de zinc libre iotlalar y aumenta la produccion de
especies reactivas de oxigeno que culminan emiacidn y toxicidad del zinc por hongos.
Por lo tanto, GM-CSF facilita el desarrollo deltsisa inmunologico y promueve la
defensa contra las infecciones. GM-CSF tambiénmnipsa un papel en el desarrollo

embrionario al funcionar como una embriocina pradaupor el tracto reproductivo.

[0004] EI GM-CSF se fabrica utilizando tecnologia de ADMcambinante y se
comercializa como una proteina terapéutica llammadiramostim o, cuando la proteina

se expresa en células de levadura, sargramostimtiiZado como un medicamento para



estimular la produccion de globulos blancos vy, fmrtanto, prevenir la neutropenia
después de la quimioterapia. EI GM-CSF tambiénasevMaluado en ensayos clinicos por

su potencial como adyuvante de vacunas en paciefesados por el VIH.

[0005] La inhibicién de GM-CSF, por el contrario, puede &# para tratar enfermedades
tales como enfermedades inflamatorias y trastorag®inmunes incluyendo artritis
reumatoide (AR), esclerosis multiple (EM) y psasasn placas. La inhibicion de GM-

CSF también puede ser util para tratar el cancer.

RESUMEN

[0006] La presente divulgacion proporciona un anticuemte@M-CSF que tiene una alta
afinidad de unién a proteinas GM-CSF humanas y tgme potentes actividades que
inhiben la union entre GM-CSF y su receptor. Estatscuerpos anti-GM-CSF son Utiles
para fines terapéuticos tales como el tratamierodidersos tipos de enfermedades
inflamatorias, trastornos autoinmunes y cancereaampién pueden ser usados para fines

de diagndstico y pronéstico.

[0007] La presente divulgacion, proporciona en una reglimaun anticuerpo aislado o
fragmento del mismo, en donde el anticuerpo o feagmdel mismo tiene especificidad a
una proteina GM-CSF humana y comprende una VH Ci¥RID de SEC NO: 1, una VH
CDR2 de ID de SEC No: 2, una VH CDR3 de ID de SKEEC 3 una VL CDR1 de ID de
SEC No: 4, una VL CDR2 de ID de SEC No: 5 y una®R3 de ID de SEC No: 6. En
algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmentonisno comprende ademas una region
constante de cadena pesada, una region constactdedea liviana, una regiéon Fc, o la
combinacion de las mismas. En algunas realizacjolaesegion constante de cadena
liviana es una region constante de cadena kappanbda. En algunas realizaciones, el
anticuerpo o fragmento del mismo es de un isotipdgds, IgM, IgA, IgE o IgD. En
algunas realizaciones, el isotipo es IgG1, IgG&3® IgG4. En algunas realizaciones, el
anticuerpo o fragmento del mismo es un anticuetpmérico, un anticuerpo humanizado

0 un anticuerpo completamente humanao.

[0008] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmeetomismo es un anticuerpo
humanizado. En algunas realizaciones, el anticuerpagmento del mismo comprende
una region variable de cadena pesada que compeersdevez uno 0 mas residuos de

aminoacidos seleccionados del grupo que consist@gelu en la posicion 1, (b) Arg en



la posicion 98, (c) Ser en la posicion 72, (d) Atala posicion 68, (e) Leu en la posicion
70, lle en la posicion 48, (g) Asp en la posici@) ¥ (h) Leu en la posicion 29, de acuerdo

con la numeracion de Kabat y combinaciones de iasas.

[0009] En algunas realizaciones, la region variable decmadpesada comprende un
fragmento de DYTLT (ID de SEC No: 42) o GYTFT (Il 8EC No: 43) que comienza en

la posicion 26 de acuerdo con la numeracion de Kaba

[0010] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmelelomismo comprende una
region variable de cadena liviana que comprendal avez uno 0 mas residuos de
aminoacidos seleccionados del grupo que consist@eAla en la posicion 46, (b) Asp en
la posicion 60, (c) Asp en la posicion 70, (d) &eda posicion 43, y (f) Phe en la posicion

87, de acuerdo con la numeracién de Kabat y corolones de las mismas.

[0011] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmelelomismo comprende una

region variable de cadena pesada que comprende/@zsuna secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en la ID de S&8-17, o un péptido que tiene al

menos el 90% de identidad de secuencia con unarsgaeude aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en la ID de SEC No: 8-17 alganas realizaciones, la regién

variable de cadena pesada comprende la secuenaiaideacidos de ID de SEC No: 11,

14 0 17.

[0012] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmelelomismo comprende una

region variable de cadena liviana que comprende \#es una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en ID de SECL8@2, o un péptido que tiene al

menos el 90% de identidad de secuencia con un&rsgaude aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en la ID de SEC No: 19-2Ralgunas realizaciones, la region

variable de cadena liviana comprende la secuercardnoacidos de ID de SEC NO: 19 o
22.

[0013] En algunas realizaciones, la region variable deemadpesada comprende la
secuencia de aminoacidos de ID de SEC NO: 14 gd&m variable de cadena liviana
comprende la secuencia de aminoacidos de ID deNBEC2. En algunas realizaciones,
el anticuerpo o fragmento del mismo es un antiauerpspecifico o un fragmento variable

de cadena Unica.



[0014] La presente divulgacion proporciona en una redabracn anticuerpo aislado o
fragmento del mismo, donde el anticuerpo o fragmdet mismo tiene una especificidad a
una proteina GM-CSF humana y comprende una VH C8&RID de SEC NO: 23, una
VH CDR2 de ID de SEC No: 24, una VH CDR3 de ID @&C3No: 25, una VL CDR1 de
ID de SEC No: 26, una VL CDR2 de ID de SEC No: 2ina VL CDR3 de ID de SEC
No: 28. En algunas realizaciones , el anticuerpagmento del mismo comprende ademas
una regién constante de cadena pesada, una remiétante de cadena liviana, una region
Fc, o la combinacion de las mismas. En algunaszesabnes, la region constante de
cadena liviana es una region constante de cadeppaka lambda. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento del migsde un isotipo de IgG, IgM, IgA, IgE
o IgD. En algunas realizaciones, el isotipo es Ig@G2, IgG3 o IgG4. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento del misesoun anticuerpo quimérico, un

anticuerpo humanizado o un anticuerpo completantenteno.

[0015] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmeetomismo es un anticuerpo
humanizado. En algunas realizaciones, el anticuerpagmento del mismo comprende
una region variable de cadena pesada que compeersdevez uno 0 mas residuos de
aminoacidos seleccionados del grupo que consisieELeRR84, Y27, 128, 148, T68, L70 o

T30, segun la numeracion de Kabat y combinacioedesimismos.

[0016] En algunas realizaciones, la region variable deemadpesada comprende un
fragmento de GYIFT (ID de SEC No: 44), GYIFS (ID 8EC No: 45), o GGTFS (ID de
SEC No: 46) que comienza en la posicién 26 seganraeracion de Kabat.

[0017] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmelelomismo comprende una
region variable de cadena liviana que comprende awmoas residuos de aminoacidos
seleccionados del grupo que consiste en: V48, Q) o S43, de acuerdo con la

numeraciéon de Kabat, y combinaciones de los mismos.

[0018] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmelelomismo comprende una
region variable de cadena pesada que comprende/@zsuna secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en la ID de [S&®29-35, o un péptido que tiene al
menos un 90% de identidad de secuencia con unarsgawde aminoécidos seleccionada

del grupo que consiste en la ID de SEC No: 29-3balgunas realizaciones, la region



variable de cadena pesada comprende la secuenamideacidos de ID de SEC NO: 34 o
35.

[0019] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmelelomismo comprende una

region variable de cadena liviana que comprende s es una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en la ID de S&@6-41, o un péptido que tiene al

menos un 90% de identidad de secuencia con unarsgaude aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en la ID de SEC No: 36-4lalgunas realizaciones, la region

variable de cadena liviana comprende la secuercardnoacidos de ID de SEC NO: 38 o
39.

[0020] En algunas realizaciones, la region variable deemadpesada comprende la

secuencia de aminoacidos de ID de SEC NO: 34 gdam variable de cadena liviana

comprende la secuencia de aminoacidos de ID deNBEC38. En algunas realizaciones,

la region variable de cadena pesada comprendel@rsegia de aminoacidos de ID de SEC
NO: 35 y la region variable de cadena liviana cange la secuencia de aminoacidos de
ID de SEC NO: 39. En algunas realizaciones, ecaatpo o fragmento del mismo es un

anticuerpo biespecifico o un fragmento variableatena sencilla.

[0021] En una realizacion, se proporciona una composigi@comprende el anticuerpo o
fragmento del mismo de la presente divulgacion y wehiculo farmacéuticamente
aceptable. También se proporciona, en una reabizaana ceélula aislada que comprende
uno o mas polinucledtidos que codifican el antipaeo fragmento del mismo de la

presente divulgacion.

[0022] En una realizacién, la presente divulgacion prapogc un método para tratar una
enfermedad o afeccion inflamatoria 0 autoinmuneuenpaciente que lo necesite, que
comprende la administracién del anticuerpo o fragmealel mismo al paciente, o una
composicién de la presente divulgacién. Tambiéprs@orcionan usos del anticuerpo o
fragmento del mismo, o una composicion para laidabron de un medicamento para

tratar una enfermedad o afeccion inflamatoria oiagtune.

[0023] En algunas realizaciones, la enfermedad o afedoftamatoria se selecciona del
grupo que consiste en la enfermedad de Alzheingerenfermedad de Addison, la
aterosclerosis, la espondilitis anquilosante, Huitiar la osteoartritis (OA), la artritis

reumatoide (AR), la artritis psoriasica (AP), lapesdilitis anquilosante, asma,



aterosclerosis, enfermedad pulmonar obstructivaicad(EPOC), enfermedad de Crohn,
colitis, dermatitis, diverticulitis, fibromialgiahepatitis, sindrome del intestino irritable
(Sl), lupus eritematoso sistémico (LES), nefrigafermedad de Parkinson (EP), vasculitis

y colitis ulcerosa.

[0024] También se proporciona en una realizacion, un noépata reducir o aliviar el
dolor en un paciente que lo necesite, que compradihénistrar al paciente el anticuerpo o

fragmento del mismo de la presente divulgacion.

[0025] En algunas realizaciones, la enfermedad o afeaidoinmune se selecciona del
grupo que consiste en alopecia areata, anemia hm@aolautoinmune, hepatitis
autoinmune, dermatomiositis, diabetes (tipo 1),eenédad celiaca, artritis idiopatica
juvenil autoinmune, glomerulonefritis, enfermeda&d@raves, Sindrome de Guillain-Barré,
parpura trombocitopénica idiopatica, miastenia gramiocarditis autoinmune, esclerosis
multiple, pénfigo/pénfigoide, anemia perniciosaligrteritis nodosa, polimiositis, cirrosis
biliar primaria, psoriasis, artritis reumatoidesglerodermia/esclerosis sistémica, sindrome
de Sjogren, lupus sistémico eritematoso, tiroid#igoinmune, tiroiditis de Hashimoto,
uveitis autoinmune, vitiligo y granulomatosis caigngitis (de Wegener).

[0026] También se proporciona un método para detectaxgeesion de GM-CSF en una
muestra, que comprende poner en contacto la musstral anticuerpo o fragmento del
mismo bajo condiciones para que el anticuerpognfento del mismo se una al GM-CSF,

y detectar la unién que indica la expresion de GM~@n la muestra.

BREVE DESCRIPCION DE LAS ILUSTRACIONES

[0027]La FIGURA 1 muestra los resultados de los ensayos de uniorSALI

confirmatorios para seleccionar clones de hibridpnraarios para la subclonacion.

[0028] La FIGURA 2 muestra los resultados de los ensayos de uniorSALI

confirmatorios para seleccionar clones de hibridpnraarios para la subclonacién.

[0029] La FIGURA 3 muestra la union dependiente de la dosis de ltsuanpos de
prueba al GM-CSF humano.

[0030] La FIGURA 4 representa la unidon cinética de los anticuerpas Gd1-CSF

humano recombinante.



[0031] La FIGURA 5 muestra la inhibicién dependiente de la dosisadenion de GM-
CSF al receptor alfa de GM-CSF por los anticuerpos.

[0032] La FIGURA 6 muestra que los anticuerpos disminuyeron sigiifiaemente el
nivel de activacién de pSTATS5 inducida por GM-CSF.

[0033] La FIGURA 7 muestra la inhibicion de GM-CSF dependiente dprtdiferacion

de TF-1 por los anticuerpos.

[0034] La FIGURA 8 muestra que todos los anticuerpos humanizados ddearan una

fuerte potencia de unién contra GM-CSF humano.

[0035] La FIGURA 9 muestra que unos pocos anticuerpos humanizadosanoos una

inhibicion mas fuerte de la proliferacion de TF-1.

[0036] La FIGURA 10 muestra que los anticuerpos probados bloqueasmtiveimente la
sefalizacion de pSTATS.

[0037] La FIGURA 11 muestra la union dependiente de la dosis de lasuanpos al
rhesus GM-CSF.

[0038] La FIGURA 12 traza los parametros farmacocinéticos de Hu23F4-27

DESCRIPCION DETALLADA

Definiciones

[0039] Se debe tener en cuenta que el término “una” ehsdaefiere a una 0 mas de esa
entidad; por ejemplo, se entiende que “un anti@lerppresenta uno o mas anticuerpos.
Asi mismo, los términos “un”, “uno o mMAas” y “al nm@En uno” se pueden usar

indistintamente en este documento.

[0040] Como se usa en el presente documento, el térmioig&ptido” pretende abarcar

un “polipéptido” singular asi como varios “polipijuts”, y se refiere a una molécula
compuesta de monémeros (aminoacidos) unidos liredabrpor enlaces amida (también
conocidos como enlaces peptidicos). El términoifygépitido” se refiere a cualquier cadena
o cadenas de dos 0 mas aminoacidos, y no se rafiera longitud especifica del producto.

Por lo tanto, los péptidos, dipéptidos, tripéptjdokgopéptidos, “proteina”, “cadena de



aminoacidos” o cualquier otro término utilizado gaeferirse a una cadena o cadenas de
dos 0 mas aminoacidos, se incluyen dentro de laicdiéh de “polipéptido”, y el término
“polipéptido” se puede utilizar en lugar de, o mtembiablemente con cualquiera de estos
términos. El término “polipéptido” también pretendeferirse a los productos de las
modificaciones posteriores a la expresion del gplijgo, que incluyen, sin limitacion,
glicosilacion, acetilacion, fosforilacion, amidagjo derivatizacion por grupos de
proteccion/bloqueo conocidos, escision proteoliticanodificacion por aminoacidos no
naturales. Un polipéptido puede derivarse de ueatéubioldgica natural o producirse
mediante tecnologia recombinante, pero no se teadecesariamente de una secuencia de
acido nucleico designada. Se puede generar deuigralopanera, incluso por sintesis

quimica.

[0041] EI término “aislado” como se usa en este documenitorespecto a las células, los
acidos nucleicos, como el ADN o el ARN, se refi@mmoléculas separadas de otros ADN
o ARN, respectivamente, que estan presentes ereihdef natural de la macromolécula. El
término “aislado” como se usa en el presente dontonambién se refiere a un acido
nucleico o péptido que esta sustancialmente lilerematerial celular, material viral o
medio de cultivo cuando se produce mediante tésna@ ADN recombinante, o
precursores quimicos u otros productos quimicoidmiase sintetiza quimicamente.
Ademas, se pretende que un “acido nucleico aislambitlya fragmentos de acido nucleico
que no se producen naturalmente como fragmentos genencontrarian en el estado
natural. El término “aislado” también se usa erpmsente documento para referirse a
células o polipéptidos que estan aislados de ptasinas o tejidos celulares. Se pretende
que los polipéptidos aislados abarquen tanto logpguidos purificados como los

recombinantes.

[0042] Como se usa en el presente documento, el térmeuritbinante” en lo que se
refiere a polipéptidos o polinucleétidos, comprendiea forma del polipéptido o
polinucledtido que no existe naturalmente, un ejem limitante del mismo puede
crearse combinando polinucleétidos o polipéptidae gormalmente no se producirian

juntos.

[0043] “Homologia” o “identidad” o “similitud” se refiera la similitud de secuencia entre
dos péptidos o entre dos moléculas de acido noclee homologia se puede determinar

comparando una posicién en cada secuencia que pliegarse con fines de comparacion.



Cuando una posicién en la secuencia comparadaoesi@dada por la misma base o
aminoacido, entonces las moléculas son homodlogassan posicion. Un grado de
homologia entre secuencias es una funcion del mimer posiciones coincidentes u
homélogas compartidas por las mismas. Una secutmigelacionada” o “no homdloga”
comparte menos del 40% de identidad, aunque pvedfarente menos del 25% de

identidad, con una de las secuencias de la predemuigacion.

[0044] Un polinucledtido o region polinucleotidica (o0 unolipéptido o region
polipeptidica) tiene un cierto porcentaje (por ggem60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 98% 0 99%) de “identidad de secuenc@iasecuencia significa que, cuando
estan alineados, ese porcentaje de bases (0 amliog)ason iguales al comparar las dos
secuencias. Esta alineacion y el porcentaje de logiaoo identidad de secuencia pueden
determinarse utilizando programas de software ddoecen la técnica, por ejemplo los
descritos en Ausubekt al. eds. (2007) Current Protocols in Molecular Biology
Preferiblemente, se usan parametros por defecta lpamlineacion. Un programa de
alineacion es BLAST, utilizando parametros predeteados. En particular, los programas
son BLASTN y BLASTP, utilizando los siguientes pagiros predeterminados: Codigo
genético = estandar; filtro = ninguno; hebra = asnlbarte = 60; expectativa= 10; Matriz =
BLOSUMG62; Descripciones = 50 secuencias; ordena=pdLTA PUNTUACION; Bases
de datos = no redundante, GenBank + EMBL + DDBJDB R traducciones GenBank
CDS + SwissProtein + actualizacion de SP + PIR. poknucleotidos biolégicamente
equivalentes son aquellos que tienen el porcentige homologia especificado
anteriormente y que codifican un polipéptido quenei la misma actividad biologica o

similar.

[0045] El término “un acido nucleico o polinucleétido eeplente” hace referencia a un
acido nucleico que tiene una secuencia de nuctsdtglie tiene un cierto grado de
homologia, o identidad de secuencia, con la se@éecnucleétidos del acido nucleico o
su complemento. Un homologo de un acido nucleicatbnario pretende incluir acidos
nucleicos que tienen una secuencia de nucleétidedignen a su vez un cierto grado de
homologia con o con el complemento de los mismasuik aspecto, los homédlogos de
acidos nucleicos son capaces de hibridarse cortigb aucleico o su complemento.
Asimismo, “un polipéptido equivalente” se refieraia polipéptido que tiene cierto grado
de homologia, o identidad de secuencia, con laeseta de aminoacidos de un polipéptido
de referencia. En algunos aspectos, la identidad sdeuencia es al menos
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aproximadamente 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%%. En algunos aspectos, el
polipéptido o polinucledtido equivalente tiene udes, tres, cuatro o cinco adiciones,
deleciones, sustituciones y sus combinaciones enpamcion con el polipéptido o

polinucledtido de referencia. En algunos aspedtbsecuencia equivalente conserva la
actividad (por ejemplo, la unién al epitopo) o $trectura (por ejemplo, el puente salino)

de la secuencia de referencia.

[0046] Las reacciones de hibridacidn se pueden realizacognliciones de diferente
“rigurosidad”. En general, una reaccion de hibridaae baja rigurosidad se lleva a cabo a
aproximadamente 40°C en aproximadamente 10 x SS@nha solucion de fuerza
i0nica/temperatura equivalente. Una hibridacion ragirosidad moderada se realiza
tipicamente a aproximadamente 50°C en aproximadanremx SSC, y una reaccion de
hibridacién de alta rigurosidad generalmente sdizeeaa aproximadamente 60°C en
aproximadamente 1 x SSC. Las reacciones de hilbidaambién pueden realizarse bajo
“condiciones fisiolégicas”, que son bien conocigdas las personas versadas en la materia.
Un ejemplo no limitante de una condicion fisiol@ies la temperatura, la fuerza iénica, el

pH y la concentracién de Mgque se encuentran normalmente en una célula.

[0047] Un polinucledtido esta compuesto por una secueasspacifica de cuatro bases de
nucleodtidos: adenina (A); citosina (C); guanina;(Bhina (T); y uracilo (U) en lugar de
timina cuando el polinucleétido es ARN. Por lo tanel término "secuencia de
polinucledtidos" es la representacion alfabéticauda molécula de polinucleétido. Esta
representacion alfabética puede ingresarse en bastgtos en una computadora que tenga
una unidad de procesamiento central y se utilica pplicaciones de bioinforméatica como
la gendmica funcional y la busqueda de homolodigrino “polimorfismo” se refiere a

la coexistencia de mas de una forma de un gente gar mismo. Una porcion de un gen
de la cual hay al menos dos formas diferentes,ees,dlos secuencias de nucledtidos
diferentes, se denomina “region polimorfica de en"gUna region polimorfica puede ser

un nucledtido Unico cuya identidad difiere en difdes alelos.

[0048] Los términos “polinucledtido” y “oligonucledtido”’esusan indistintamente y se
refieren a una forma polimérica de nucleétidos dealquier longitud, ya sea
desoxirribonucleétidos o ribonucleotidos o analodeslos mismos. Los polinucleotidos
pueden tener cualquier estructura tridimensionglugden realizar cualquier funcién,

conocida o desconocida. Los siguientes son ejenmadanitantes de polinucledtidos: un
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gen o fragmento de gen (por ejemplo una sondadoepmarca SAGE o EST), exones,
intrones, ARN mensajero (ARNm), ARN de transferandRN ribosomal, ribozimas,
ADNc, ARNbc, ARNip, mi-ARN, polinucle6tidos recomizntes, polinucleétidos
ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado dalquier secuencia, ARN aislado de
cualquier secuencia, sondas de acido nucleico wadogbs. Un polinucledtido puede
comprender nucleotidos modificados, tales como edticlos metilados y analogos de
nucledtidos. Si estdn presentes, las modificaci@reda estructura del nucledtido se
pueden impartir antes o después del ensamblajepal#lucleétido. La secuencia de
nucleodtidos puede ser interrumpida por componemtesucleotidicos. Un polinucleotido
puede ser ademas modificado después de la polengng tal como por conjugacion con
un componente de marcado. El término también sereefanto a moléculas de doble
cadena como a moléculas cadena sencilla. A menessguespecifique o requiera lo
contrario, cualquier realizacion de esta divulgaajde sea un polinucleétido abarca tanto
la forma bicatenaria como cada una de las dos ®ropaplementarias monocatenarias

conocidas o que se predicen como constituyentesfdema bicatenaria.

[0049] EI término “codificar” tal como se aplica a los poicledtidos, se refiere a un
polinucledtido que se dice que “codifica” un popgéo si, en su estado nativo o cuando se
manipula mediante métodos bien conocidos por aupigrsados en en la materia, puede
ser transcrito y/o traducido para producir el ARNara el polipéptido y/o un fragmento
del mismo. La cadena con sentido contrario es mipéemento de dicho acido nucleico, y

la secuencia codificante puede deducirse del mismo.

[0050] Como se usa en el presente documento, un “ant@uerfpolipéptido de unién a
antigeno” se refiere a un polipéptido o un compld® polipéptido que reconoce
especificamente y se une a un antigeno. Un anpicymrede ser un anticuerpo completo y
cualquier fragmento de union a antigeno o una @adencilla del mismo. Por lo tanto, el
término “anticuerpo” incluye cualquier proteina oléctula que contiene que comprende al
menos una porcion de una molécula de inmunoglobwire tiene actividad bioldgica de
union al antigeno. Ejemplos de tales incluyen, perge limitan a una regién determinante
de complementariedad (CDR) de una cadena pesagamal 0 una porcion de union a
ligando de la misma, una region variable de cagesada o liviana, una region constante
de cadena pesada o cadena liviana, una region nflaR)p o cualquier porcién de la

misma, o al menos una porcion de una proteina ida.un
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[0051] Los términos “fragmento de anticuerpo” o “fragmed&®union a antigeno”, como
se usan en este documento, son una porcién deianeapo tal como F(ab;)F(ab), Fab',
Fab, Fv, scFv y similares. Independientemente @stlaictura, un fragmento de anticuerpo
se une con el mismo antigeno que es reconocidelpanticuerpo intacto. El término
“fragmento de anticuerpo” incluye aptamerapieglmers y diacuerpos. El término
“fragmento de anticuerpo” también incluye cualqydeoteina sintética o genéticamente
modificada que actda como un anticuerpo al uninge antigeno especifico para formar un

complejo.

[0052] Un “fragmento variable de una cadena sencilla” a8 se refiere a una proteina
de fusion de las regiones variables de la cadesadpe(\) y liviana (M) de las
inmunoglobulinas. En algunos aspectos, las regi@s&n conectadas con un péptido
enlazador corto de diez a aproximadamente 25 awgiohmsg El enlazador puede ser rico en
glicina para la flexibilidad, asi como serina trima para la solubilidad, y puede conectar
el extremo N de la ¥ con el extremo C de la Yo viceversa. Esta proteina conserva la
especificidad de la inmunoglobulina original, a grede la eliminacién de las regiones
constantes y la introduccion del enlazador. Lasémdés de ScFv son conocidas en la
técnica y se describen, por ejemplo, en la patd5t&,892,019.

[0053] El término anticuerpo abarca varias clases ampleagpolipéptidos que pueden
distinguirse bioquimicamente. Los expertos en ldens apreciardn que las cadenas
pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, dedasibon ¢, U, a, 8, €) con algunas
subclases entre ellas (por ejempjo)- y4). La naturaleza de esta cadena es la que
determina la “clase” del anticuerpo como IgG, IglR, 1gG o IgE, respectivamente. Las
subclases de inmunoglobulina (isotipos), por ejemgG,, 19G,, 19Gs, 1gG,, 1gGs, etc.
estan bien caracterizadas y son conocidos porqufeeen especializacion funcional. Las
versiones modificadas de cada una de estas clasetipws son facilmente perceptibles
para el experto en la materia en vista de la ptes#inulgacion y, por consiguiente, estan
dentro del alcance de la misma. Todas las claseandgnoglobulina estdn claramente
dentro del alcance de la presente divulgacion,idaiente discusion generalmente se
dirigirda a la clase de IgG de moléculas de inmunlmglina. Respecto a la IgG, una
molécula de inmunoglobulina estandar comprende pipéeptidos de cadena liviana
idénticos con un peso molecular de aproximadam3@00 Daltons, y dos polipéptidos
de cadena pesada idénticos con un peso molecula 8,000 y 70,000. Las cuatro
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cadenas estan unidas tipicamente por enlacesuts@h una configuracion en “Y” en la
que las cadenas livianas se unen a las cadenatapagsge comienzan en la boca de la “Y”

y continlan a través de la region variable.

[0054] Los anticuerpos, polipéptidos de union a antigeaoiantes o derivados de los
mismos de la divulgacion incluyen, pero no se kmita, anticuerpos policlonales,
monoclonales, multiespecificos, humanos, humangagwimatizados o quimeéricos,
anticuerpos de cadena sencilla, fragmentos de wumiépitopo, por ejemplo, Fab, Fab'y
F(ab", Fd, Fvs, Fvs de cadena sencilla (scFv), antiasede cadena sencilla, Fvs con
enlaces disulfuro (sdFv), fragmentos que comprenstedominio VK o VH, fragmentos
producidos por una biblioteca de expresion de Fahtiguerpos anti-idiotipicos (anti-Id)
(que incluyen, por ejemplo, desde anticuerpos ldntirasta anticuerpos LIGEROS
descritos en este documento). Las moléculas de noghobulina o anticuerpo de la
divulgacion pueden ser de cualquier tipo (por ejemigG, IgE, IgM, IgD, IgA e I1gY),
clase (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgAllgA2) o subclase de molécula de

inmunoglobulina.

[0055] Las cadenas livianas se clasifican como kappa ®dani, A). Cada clase de
cadena pesada puede estar unida con una cadema lkappa o lambda. En general, las
cadenas livianas y pesadas estan unidas covalertem@re si, y las porciones de “cola”
de las dos cadenas pesadas estan unidas entre eml@oces covalentes de disulfuro o
enlaces no covalentes cuando las inmunoglobulorageneradas por hibridomas, Células
B o células huésped modificadas genéticamenteakmadena pesada, las secuencias de
aminoacidos se extienden desde un extremo N enexvemos bifurcados de la

configuracion Y hasta el extremo C en la parteriafele cada cadena.

[0056] Tanto las cadenas livianas como las pesadas sedien regiones de homologia
estructural y funcional. Los términos “constante™wariable” se usan funcionalmente.
Respecto a esto, se apreciara que los dominicableside las porciones de cadena liviana
(VK) y pesada (VH) determinen el reconocimientayekpecificidad del antigeno. Por el
contrario, los dominios constantes de la cadenania/(CK) y de la cadena pesada (CH1,
CH2 o CH3) confieren propiedades biolégicas impudsa tales como la secrecién, la
movilidad transplacentaria, la union al receptoy [Bcunién al complemento y similares.
Por convencion, la numeracion de los dominios gereconstante aumenta a medida que

se vuelven mas distales del sitio de union a amigedel extremo amino del anticuerpo.
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La parte extrema N es una region variable y eratgepextrema C es una region constante;
los dominios CH3 y CK comprenden en realidad ehiéo carboxi de las cadenas pesada

y liviana, respectivamente.

[0057] Como se indicd anteriormente, la region variablemie que el anticuerpo
reconozca selectivamente y se una especificaméoseepitopos en antigenos. Es decir, el
dominio VK y el dominio VH, o subconjunto de lasgi@nes determinantes de
complementariedad (CDRs), de un anticuerpo se awnhpara formar la regién variable
que define un sitio de unidn a antigeno tridimemslio Esta estructura cuaternaria de
anticuerpo forma el sitio de unién al antigeno @nés en el extremo de cada brazo de la Y.
Mas especificamente, el sitio de unién al antigendefine por tres CDRs en cada una de
las cadenas VH y VK (es decir, CDR-H1, CDR- H2, CBR CDR-L1, CDR-L2 y CDR-
L3). En algunos casos, por ejemplo, ciertas moéécdle inmunoglobulina derivadas de
especies de camélidos o disefiadas a base de inlolomotas de camélidos, una molécula
de inmunoglobulina completa puede consistir solocadenas pesadas, sin cadenas
livianas. Véase, por ejemplo, Hamers-Casterataal, Nature363: 446-448 (1993).

[0058] En los anticuerpos naturales, las seis "regionesermdaantes de la
complementariedad” o "CDR" presentes en cada domil@ union a antigeno son
secuencias cortas y no contiguas de aminoacido®sfae posicionadas especificamente
para formar el dominio de union a antigeno tal cetanticuerpo asume su configuracion
tridimensional en un ambiente acuoso. El restoodeaiminoacidos en los dominios de
union a antigeno, denominados regiones "marco”,strare una menor variabilidad
intermolecular. Las regiones marco adoptan en igiestida una conformacion de hoja beta
y los CDR forman bucles que se conectan, y en akywasos forman parte de, la
estructura de la hoja. Por lo tanto, las regionaecmactian para formar un andamio que
proporciona el posicionamiento de las CDR en laeracion correcta mediante
interacciones intercatenarias y no covalentesollidio de union a antigeno formado por
las CDR posicionadas define una superficie comphania al epitopo en el antigeno
inmunoreactivo. Esta superficie complementaria peve la unibn no covalente del
anticuerpo a su epitopo afin. Un experto en lai¢écpuede identificar facilmente los
aminoacidos que comprenden las CDR y las regionasan respectivamente, para
cualquier region variable de cadena liviana o pes#aba, ya que se han definido con

precision yéase'Sequences of Proteins of Immunological Interekgbat, E. et al, U.S.
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Department of Health and Human Services, (1983); @nothia and Lesk]. Mol. Biol,
196:901-917 (1987)).

[0059] En el caso de que haya dos o mas definiciones dérmino que es usado y/o
aceptado dentro de la técnica, la definicion demido como se usa en el presente
documento pretende incluir todos estos significadogenos que se indique explicitamente
lo contrario. Un ejemplo especifico es el uso d@ino “region determinante de la
complementariedad” (“CDR”) para describir los stide combinacion de antigenos no
contiguos que se encuentran dentro de la regidablarde los polipéptidos de las cadenas
pesada y liviana. Esta region en particular ha dekrrita por Kabatt al, U.S. Dept. of
Health and Human Services, “Sequences of Protdih®munological Interest” (1983) y
por Chothiaet al, J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987), que se incorporan aqui como
referencia en su totalidad. Las definiciones de CGidRacuerdo con Kabat y Chothia
incluyen superposicion o subconjuntos de residwwsardinoacidos cuando se comparan
entre si. Sin embargo, se pretende que la aplicadécualquiera de las definiciones para
referirse a una CDR de un anticuerpo o variantésnilmo esté dentro del alcance del
término como se define y se usa en este documénm.residuos de aminoacidos
apropiados que abarcan las CDRs como se defineadmuna de las referencias citadas
anteriormente se exponen en la tabla que se paesentontinuacion como una
comparacion. Los numeros exactos de residuos cureaabuna CDR particular variaran
dependiendo de la secuencia y el tamafio de la @QRellos expertos versados en la
materia pueden determinar de forma rutinaria quédwes comprenden una CDR

particular dada la secuencia de aminoacidos degian variable del anticuerpo.

Kabat Chothia
CDR-H1 31-35 26-32
CDR-H2 50-65 52-58
CDR-H3 95-102 95-102
CDR-L1 24-34 26-32
CDR-L2 50-56 50-52
CDR-L3 89-97 91-96

[0060] Kabatet al. también definid un sistema de numeracion paraesetas de dominio
variable que es aplicable a cualquier anticuerpo.ekperto en la materia puede asignar
inequivocamente este sistema de “numeracion detKalwaalquier secuencia de dominio

variable, sin depender de ningun dato experimenéal alla de la secuencia en si. Como se
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usa en este documento, la “numeracion de KabateBere al sistema de numeracion
establecido por Kabait al, U.S. Dept. of Health and Human Services, “Segegrof

Proteins of Immunological Interest” (1983).

[0061] Ademas de la tabla anteriormente presentada, telreasde numeracion de Kabat
describe las regiones CDR de Ila siguiente maner@R-B1 comienza en
aproximadamente el aminoacido 31 (es decir, apadamente 9 residuos después del
primer residuo de cisteina), incluye aproximadaedén7 aminodacidos, y termina en el
siguiente residuo de triptéfano. CDR-H2 comienz&lethecimoquinto residuo después del
final de CDR-H1, incluye aproximadamente 16-19 araeidos, y termina en el siguiente
residuo de arginina o lisina. CDR-H3 comienza apnaxlamente en el trigésimo tercer
residuo de aminoacido después del final de CDRiktR1ye 3-25 aminoacidos; y termina
en la secuencia W-G-X-G, donde X es cualquier aauinm. La CDR-L1 comienza en
aproximadamente el residuo 24 (es decir, despuésndeesiduo de cisteina); incluye
aproximadamente 10-17 residuos; y termina en eieige residuo de triptéfano. CDR-L2
comienza en aproximadamente el decimosexto resigspués del final de CDR-L1 e
incluye aproximadamente 7 residuos. CDR-L3 comiegmaximadamente en el trigésimo
tercer residuo después del final de CDR-L2 (esrddespués de un residuo de cisteina);
incluye aproximadamente 7-11 residuos y terminle®cuencia F o W-G-X-G, donde X

es cualquier aminoécido.

[0062] Los anticuerpos divulgados en este documento pusderde cualquier origen

animal, incluyendo aves y mamiferos. Preferiblemelds anticuerpos son anticuerpos
humanos, murinos, de burro, de conejo, de cabrapdejillo de indias, de camello, de
llama, de caballo o de pollo. En otra realizaciarregion variable puede tener un origen

condrictio (por ejemplo, de tiburén).

[0063] Como se usa en el presente documento, el térmagofr constante de cadena
pesada’ incluye secuencias de aminoacidos derivatasuna cadena pesada de
inmunoglobulina. Un polipéptido que comprende uegidn constante de cadena pesada
comprende al menos uno de: un dominio CH1, un diondi@ bisagra (por ejemplo, regién
de bisagra superior, media y/o inferior), un domi@H2, un dominio CH3 o una variante
o fragmento del mismo. Por ejemplo, un polipéptigounion a antigeno para uso en la
divulgacion puede comprender una cadena polipeptiglie comprende un dominio CH1;

una cadena polipeptidica que comprende un domihidé, Gl menos una parte de un
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dominio bisagra, y un dominio CH2; una cadena pglijzlica que comprende un dominio
CH1 y un dominio CH3; una cadena polipeptidica gomprende un dominio CH1, al
menos una porcién de un dominio bisagra, y un daon@i3, o una cadena polipeptidica
gue comprende un dominio CH1, al menos una pod#dnn dominio bisagra, un dominio
CH2 y un dominio CH3. En otra realizacion, un péppdo de la divulgacion comprende
una cadena polipeptidica que comprende un domiHi®. @demas, un anticuerpo para su
uso en la divulgacién puede carecer de al menospana de un dominio CH2 (por
ejemplo, todo o parte de un dominio CH2). Como)gmigo anteriormente, un experto en
la materia entendera que la regidon constante dmdana pesada puede modificarse de
modo que varie en la secuencia de aminoacidos melicula de inmunoglobulina que se

produce de forma natural.

[0064] La region constante de la cadena pesada de umuemtic descrito en el presente
documento puede derivar de diferentes moléculasrmdanoglobulina. Por ejemplo, una
region constante de la cadena pesada de un pdatipgpiede comprender un dominio
CH1 derivado de una molécula de lggsuna region bisagra derivada de una molécula de
IgGs. En otro ejemplo, una regidon constante de la aagesada puede comprender una
region bisagra derivada, en parte, de una molé@m=ilgQG y, en parte, de una molécula de
IgGs. En otro ejemplo, una porciéon de cadena pesaddepuemprender una bisagra
quimérica derivada, en parte, de una molécula @ g en parte, de una molécula de
19G,.

[0065] Como se usa en el presente documento, el térmagofr constante de cadena
liviana” incluye secuencias de aminoacidos derigattala cadena liviana del anticuerpo.
Preferiblemente, la regidn constante de la caderem& comprende al menos uno de un

dominio kappa constante o un dominio lambda cotestan

[0066] Una “pareja de cadena liviana-cadena pesada” lefeencia a la coleccion de una
cadena liviana y una cadena pesada que puede farmdimero a través de un enlace

disulfuro entre el dominio CL de la cadena livignal dominio CH1 de la cadena pesada.

[0067] Como se indicO anteriormente, las estructurassisubunidades y la configuracion
tridimensional de las regiones constantes de hershs clases de inmunoglobulinas son
bien conocidas. Como se usa en el presente docoyerérmino “dominio VH” incluye

el dominio variable amino terminal de una cadersaga de inmunoglobulina y el término
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“dominio CH1” incluye el primer dominio de regioorstante (la mayoria amino terminal)
de una cadena pesada de inmunoglobulina. El dor@iHib es adyacente al dominio VH y
es amino terminal a la regiébn bisagra de una mtdéae cadena pesada de

inmunoglobulina.

[0068] Como se usa en el presente documento, el térmiomifdo CH2” incluye la
porcion de una molécula de cadena pesada que $end=t por ejemplo, desde
aproximadamente el residuo 244 al residuo 360 deniicuerpo usando esquemas de
numeracién convencionales (residuos 244 a 36@nséstle numeracién Kabat; y residuos
231-340, sistema de numeracion de la UéaseKabatet al, U.S. Dept. of Health and
Human Services, “Sequences of Proteins of Immumncdbdnterest” (1983). EI dominio
CH2 es unico porque no estd estrechamente asoc@adotro dominio. Mas bien, dos
cadenas de carbohidrato ramificadas unidas a M @srpuestas entre los dos dominios
CH2 de una molécula de IgG nativa intacta. Tamlaéta bien documentado que el
dominio CH3 se extiende desde el dominio CH2 hals@terminal de la molécula de 1gG

y comprende aproximadamente 108 residuos.

[0069] Como se usa en el presente documento, el térmegidhr bisagra” incluye la
porcion de una molécula de cadena pesada que uloenglio CH1 al dominio CH2. Esta
region de bisagra comprende aproximadamente 28usiy es flexible, permitiendo asi
que las dos regiones de unién al antigeno N-tetesnse muevan independientemente.
Las regiones de bisagra pueden subdividirse endoesinios distintos: dominios de
bisagra superior, medio e inferior (Roeixal, J. Immunoll61: 4083 (1998)).

[0070] Como se usa en el presente documento, el térmmace disulfuro” incluye el

enlace covalente formado entre dos atomos de aifi@minoacido cisteina comprende
un grupo tiol que puede formar un enlace disulfupuente con un segundo grupo tiol. En
la mayoria de las moléculas de IgG de origen niatiasaregiones CH1 y CK estan unidas
por un enlace disulfuro y las dos cadenas pesati@s enidas por dos enlaces disulfuro en
las posiciones correspondientes a 239 y 242 uttliaeel sistema de numeracion Kabat

(posicidn 226 o 229, segun el sistema de numeratgda UE).

[0071] Como se usa en el presente documento, el términtict@rpo quimérico” se
considerara que significa cualquier anticuerpolejue la regidon o sitio inmunoreactivo se

obtiene o deriva de una primera especie y la reg@stante (que puede estar intacta,
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parcial o modificada de acuerdo con la presentalgiecion) se obtiene de una segunda
especie. En ciertas realizaciones, la region o dii union sera de una fuente no humana

(por ejemplo, ratén o primate) y la regién constag humana.

[0072] Como se usa en el presente, el “porcentaje de hHmat&n” se calcula
determinando el numero de diferencias de aminoadigb marco (es decir, la diferencia
sin CDR) entre el dominio humanizado y el domineld linea germinal, restando ese
namero del nimero total de aminoacidos, y luegadiimdolo por el nimero total de
aminodacidos y multiplicandolo por 100.

[0073] Por “especificamente se une” o “tiene especificidgdgeneralmente se entiende
gque un anticuerpo se une a un epitopo a través dersinio de union a antigeno, y que la
union conlleva cierta complementariedad entre ehidm de unién a antigeno y el
epitopo. De acuerdo con esta definicion, se dice aqun anticuerpo se “une
especificamente” a un epitopo cuando se une géspe a traves de su dominio de union
a antigeno mas facilmente de lo que se uniria apitopo aleatorio no relacionado. El
término “especificidad” se usa en el presente darimpara calificar la afinidad relativa
por la cual un cierto anticuerpo se une a un ciepitopo. Por ejemplo, se puede decir que
el anticuerpo “A” puede tener una especificidad @ilfes para un epitopo determinado que
el anticuerpo "B", 0 se puede decir que el antpoi€¢A” puede unirse al epitopo “C” con

una especificidad mas alta que la que tiene papitpo relacionado “D”.

[0074] Como se usa en el presente documento, los térittnater” o “tratamiento” hacen
referencia tanto al tratamiento terapéutico contesanedidas profilacticas o preventivas,
en donde el objetivo es prevenir o ralentizar (¢hsiin) un cambio o trastorno fisiolégico
no deseado, como la progresion de una enfermedathmune. Los resultados clinicos
beneficiosos o0 deseados incluyen, pero no estamadlos a, alivio de los sintomas,
disminucién de la extensiéon de la enfermedad, estidla enfermedad estabilizado (es
decir, que no empeora), retraso o ralentizaciola geogresion de la enfermedad, mejoria
o paliacion del estado de la enfermedad, y remigy@ sea parcial o total), ya sea
detectable o no detectable. El término “tratamietambién puede significar prolongar la
supervivencia en comparacion con la supervivenspemda en el caso en el que no se
reciba tratamiento. Aquellos que necesitan tratatoiencluyen aquellos que ya tienen la
afeccion o trastorno, asi como aquellos propensesea la afeccion o trastorno, o aquellos

en los que se debe prevenir la afeccién o trastorno
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[0075] Por “sujeto” o “individuo” o “animal’ o “paciente’d “mamifero” se entiende

cualquier sujeto, particularmente un sujeto mamjfpara quien se desea un diagndstico,
prondstico o terapia. Los sujetos mamiferos ingliseres humanos, animales domésticos,
animales de granja y animales de zooldgico, depatenascotas, como perros, gatos,

congjillos de indias, conejos, ratas, ratones,lltehyaganado, vacas, etc.

[0076] Como se usa en el presente documento, frases dames “a un paciente que
necesita tratamiento” o “un sujeto que necesit@armagento” incluye sujetos, tales como
sujetos mamiferos, que se beneficiarian de la astm@oion de un anticuerpo o
composicion de la presente divulgacion utilizadar, gemplo, para deteccion, para un

procedimiento de diagnostico y/o para tratamiento.
Anticuerpos anti-GM-CSF

[0077] La presente divulgacion proporciona anticuerpos@nt-CSF con alta afinidad a
la proteina humana GM-CSF. Los anticuerpos probadastraron una potente union y
actividades inhibitorias, y son utiles para useagéuticos y de diagnodstico. Ademas de
los anticuerpos murinos originales, los humanizadogién mostraron una fuerte afinidad
de unién con rhesus GM-CSF y GM-CSF humano, cuyanuloqued la union de GM-
CSF’ al receptor alfa de GM-CSF y bloque¢ la seaalbn de pSTATS inducida por GM-
CSF, y por ultimo, inhibio la proliferacion de TRd&pendiente de GM-CSF.

[0078] De acuerdo con una realizacion de la presente ghieidn, se proporciona un
anticuerpo que incluye los dominios variables d#ena pesada y liviana con las regiones
CDR como se definen en la ID de SEC No: 1-6 o ladlDSEC No: 23-28, como se

muestra a continuacion.

Tabla 1la. Secuencias de las regiones CDR de 23F4.

Nonbr e Secuenci as ID de SEC
No:
VH CDR1 SHYLH 1
VH CDR2 W FPGDDKTKYNEKFKG 2
VH CDR3 GTKYLNWNFDV 3
VL CDR1 KANONVGTTLA 4
VL CDR2 SASYRYS 5
VL CDR3 HOYTTYPLT 6
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Tabla 1b. Secuencias de las regiones CDR de 50C5

Nonbr e Secuenci as ID de SEC
No:

VH CDR1 PYSI H 23

VH CDR2 YI NPSTGYl EYNQHFKD 24

VH CDR3 GGDYEGYFDY 25

VL CDR1 RLNENI YSFLA 26

VL CDR2 NAETLAE 27

VL CDR3 QQHYGTPYT 28

[0079] Como se demostrd en los ejemplos experimentalesariicuerpos que contenian
estas regiones CDR, ya sea de raton, humanizadgosngricos, tenian una potente union
al GM-CSF y actividades inhibitorias. En algunaalizaciones, un anticuerpo anti-GM-
CSF de la presente divulgacion incluye la CDR de WHWL como se indica en la Tabla
la-b, con una, dos o tres modificaciones adiciegnddchas modificaciones pueden ser la

adicién, eliminaciéon o sustituciéon de aminoéacidos.

[0080] En algunas realizaciones, la modificacion es latsggOn en no mas de un residuo
de cada una de las CDRs. En algunas realizacitmesodificacion es la sustitucion en
uno, dos o tres residuos. En una realizacion, ldifinacion es la sustitucion en uno de los

residuos. Tales sustituciones, en algunas reabzasj son sustituciones conservativas.

[0081] Una “sustitucién conservadora de aminoacidos” eeléaen la que el residuo de
aminoacido se reemplaza por un residuo de aminmagig tiene una cadena lateral
similar. Las familias de residuos de aminoacidos tignen cadenas laterales similares se
han definido en la técnica, incluyendo cadenasrdlte basicas (por ejemplo lisina,
arginina, histidina), cadenas laterales acidas (p@mmplo &cido aspartico, &acido
glutamico), cadenas laterales polares no cargapes €jemplo glicina, asparagina,
glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteinadenas laterales no polares (por ejemplo
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, f@ainina, metionina, tripté6fano), cadenas
laterales de cadena ramificada (por ejemplo tregnalina, isoleucina) y cadenas laterales
aromaticas (por ejemplo tirosina, fenilalaninapttifano, histidina). Por lo tanto, un
residuo de aminoacido no esencial en un polipépdielanmunoglobulina se reemplaza
preferiblemente con otro residuo de aminoacidoadmisma familia de cadenas laterales.

En otra realizacion, una cadena de aminoacidos epueemplazarse con una cadena
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estructuralmente similar que difiere en orden ydmposicion de los miembros de la

familia de cadenas laterales.

[0082] Los ejemplos no limitantes de sustituciones coraeas de aminoacidos se
proporcionan en la tabla a continuacion, dondepumauacion de similitud de 0 o superior

indica una sustitucion conservativa entre los doseacidos.

Tabla 2. Matriz de similitud de aminoacidos

C|G|P|S|A| T|D|E|N|Q| H KIR/V|M|I |[L|F|Y |W
w|-8|-7|-6]| -2 6| -5 -7 -7 4 -5 -3 -8 2 6 4 5 2 PO | 17
Y |0 |5|-5|-3| -3| 3| 4 4 2 4 0 -4 b - 2 11 1 [710
F|4|5|-5|-3|] 4/ 3] 6/ -5 4 5§ 2 5 4 141 0 N 2 9
L |6|-4|-3|-3|-2 -2 4 -3 -3 2 -2 3 B 2 4 2 b
| 21-3|-2|-1| -1 0| 20 -2 24 -2 -2 -2 - 4 2 b
M|-5|-3|-2| -2 -1 -1 3] -2 0| -1 -2 O Q P (0]
vi|2|-1|-1|-1,0] 0| -2 22 -2 2 -2 -2 -2 4
R|4|-3|0|0|-2| -1] -1 -1 O 1| 2/ 3 4
K|5|-2|-1{0| -1 0| O] O| 1| 1| 0O 5
H|-3|]-2(0}| -1 -1 -1 1| 1| 2| 34 6
Q|5|-1(0]|-1]0)| -1 2| 2| 1| 4
N|-4|0|-2]2|0| 0| 2| 1| 2
E|5/0|-12/0|0| 0| 3| 4
D|5|1|-1,0| 0| 0| 4
T|-2]0|0] 1)1 3
Al|l-2]1 |11 2
S |0 111
P|-3]|]-1|6
G|-3]|5
C |12
Tabla 3. Sustituciones conservadoras de aminoacidos

Para el | Sustitucién por

aminoacido

Alanina D-Ala, Gly, Aib, B-Ala, L-Cys, D-Cys

Arginina D-Arg, Lys, D-Lys, Orn D-Orn

Asparagina D-Asn, Asp, D-Asp, Glu, D-Glu GIn, D-GIn

Acido aspartico | D-Asp, D-Asn, Asn, Glu, D-Glu, GIn, D-GIn

Cisteina D-Cys, S-Me-Cys, Met, D-Met, Thr, D-Thr, L-Ser, S
Glutamina D-GIn, Asn, D-Asn, Glu, D-Glu, Asp, D-Asp

Acido glutdmico | D-Glu, D-Asp, Asp, Asn, D-Asn, GIn, D-GIn

Glicina Ala, D-Ala, Pro, D-Pro, Aibp-Ala
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Isoleucina D-lle, Val, D-Val, Leu, D-Leu, Met, D-Met

Leucina Val, D-Val, Met, D-Met, D-lle, D-Leu, lle

Lisina D-Lys, Arg, D-Arg, Orn, D-Orn

Metionina D-Met, S-Me-Cys, lle, D-lle, Leu, D-Leu,
Val, D-Val

Fenilalanina D-Phe, Tyr, D-Tyr, His, D-His, Trp, D-Trp

Prolina D-Pro

Serina D-Ser, Thr, D-Thr, allo-Thr, L-Cys, D-Cys

Treonina D-Thr, Ser, D-Ser, allo-Thr, Met, D-Met,
Val, D-Val

Tirosina D-Tyr, Phe, D-Phe, His, D-His, Trp, D-Trp

Valina D-Val, Leu, D-Leu, lle, D-lle, Met, D-Met

[0083] En algunas realizaciones, un anticuerpo o fragmeeltanismo incluye no mas de

uno, no mas de dos, 0 no mas de tres de las simtids presentadas anteriormente.

[0084] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmeéetonismo tiene especificidad a
una proteina GM-CSF humana y comprende una VH Ci¥RID de SEC NO: 1, una VH
CDR2 de ID de SEC NO: 2, una VH CDR3 de ID de SET B, una VL CDR1 de ID de
SEC No: 4, una VL CDR2 de ID de SEC No: 5 y una®R3 de ID de SEC No: 6. En
la ID de SEC No: 7-17 se proporcionan ejemplosimddntes de VH, de los cuales la ID
de SEC No: 7 es la VH del ratén y la ID de SEC 8k:7 son las humanizadas. Ademas,
estos VH humanizados incluyen una o mas mutacise@sndarias a la version del ratén.
Del mismo modo, se proporcionan ejemplos no liméarde VL (VK) en la ID de SEC
No: 18-22. La ID de SEC No: 18 es una secuenciaid® y la ID de SEC No: 19-22 son
secuencias humanizadas, entre las cuales la IDEd: No: 20-22 incluye una 0 mas

mutaciones secundarias, como se muestra en loplegem

[0085] Se muestra que las mutaciones secundarias sors (gdea retener ciertas
caracteristicas de los anticuerpos anti-GM-CSF cBosiguiente, en algunas realizaciones,
los anticuerpos anti-GM-CSF de la presente dividgacen particular los humanos o
humanizados, incluyen una o mas de las mutaci@msdarias. En algunas realizaciones,
la mutacion secundaria VH (es decir, el aminoaamtuido en la posicion especificada)
es una o mas seleccionados de (a) Glu en la posici&1l), (b) Arg en la posicion 98
(R98), (c) Ser en la posiciéon 72 (S72), (d) Alalamosicion 68 (A68), (e) Leu en la
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posicion 70 (L70), (f) lle en la posicion 48 (148)) Asp en la posicion 26 (D26) y (h) Leu
en la posicidon 29 (L29), de acuerdo con la numérade Kabat y combinaciones de los

mismos.

[0086] En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizaclaye al menos la mutacién

secundaria E1 de VH. En algunas realizacionesnetwerpo humanizado incluye al

menos mutaciones secundarias E1 y R98 de VH. Emadgrealizaciones, el anticuerpo
humanizado incluye al menos mutaciones secundafiade VH y otra como se enumero
anteriormente. En algunas realizaciones, el anmpou@umanizado incluye al menos el
grupo de mutacion secundaria VH (E1, R98 y S72), 98, S72 y A68), (E1, R98, S72,
A68, L70 y 148), (E1, R98, S72, A68, L70, 148, DR&29), (E1 y S72), (E1, S72y L70),

(E1, S72, L70, 148 y A68), (E1, S72, L70, 148, AGR6 y L29).

[0087] En algunas realizaciones, la region variable déena pesada comprende un
fragmento de DYTLT (ID de SEC No: 42) o GYTFT (Il2 8EC No: 43) en el extremo N
terminal de la CDR1, es decir, que comienza enokcn 26 segun la numeracion de
Kabat. En una realizacion, la region variable d#eoa pesada comprende DYTLT (ID de
SEC No: 42). En una realizacion, la region variatdecadena pesada comprende GYTFT
(ID de SEC No: 43).

[0088] En algunas realizaciones, el anticuerpo humanidadimye una o mas de las
mutaciones secundarias. En algunas realizaciamesytacion secundaria VL es una o0 mas
seleccionadas de (a) Ala en la posicion 46 (A49)A6p en la posicién 60 (D60), (c) Asp
en la posicion 70 (D70), (d) Ser en la posicion(883), y (f) Phe en la posicion 87 (F87),

de acuerdo con la numeracion de Kabat y combinaside los mismos.

[0089] En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizaclaye al menos dos, tres o
cuatro de las mutaciones secundarias VL A46, D600,0643 o F87. En algunas
realizaciones, el anticuerpo humanizado incluyaehos mutaciones secundarias VL A46.
En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizamtuye al menos mutaciones
secundarias VL A46 y D60 y otra como se menciongermmmente. En algunas
realizaciones, el anticuerpo humanizado incluymehos el grupo de mutacién secundaria
VL (A46, D60 y D70) o (A46, D60, D70, S43 y F87).

[0090] En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizaclaye al menos mutaciones
secundarias VH (E1, R98, S72, A68, L70 e 148) ynmataciones secundarias VL. En
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algunas realizaciones, el anticuerpo humanizadayaal menos mutaciones secundarias
VH (E1, S72, L70, 148, A68, D26 y L29) y no mutaogs secundarias VL. En algunas
realizaciones, el anticuerpo humanizado incluym@hos mutaciones secundarias VH (E1
y S72) y mutaciones secundarias VL (A46, D60, 0548 y F87).

[0091] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-GM-@8Ha presente divulgacion
incluye una VH de ID de SEC NO: 8-17, y un VL de dl@ SEC NO: 19-22, o sus
respectivos equivalentes bioldgicos. Un equivaldntédgico de una VH o VL es una
secuencia que incluye los aminoacidos designadtieng una identidad de secuencia
general del 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%. Un edgmie bioldgico de ID de SEC
NO: 10, por lo tanto, puede ser una VH que tengaidentidad de secuencia general del
80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% con la ID de SECINppero que conserva las CDRs
(ID de SEC No: 1-3 o sus variantes), y opcionalmertiene una o mas, o todas las

mutaciones secundarias.

[0092] En una realizacion, la VH tiene la secuencia denaétidos de ID de SEC NO: 11
y la VL tiene la secuencia de aminoacidos de ICSEE NO: 19. En una realizacion, la
VH tiene la secuencia de aminoacidos de ID de SECN vy la VL tiene la secuencia de
aminoacidos de ID de SEC NO: 19. En una realizad@rvH tiene la secuencia de
aminoéacidos de ID de SEC NO: 11 y la VL tiene lausscia de aminoacidos de ID de
SEC NO: 22. Cada una de las secuencias citadagbserva, también pueden ser

sustituidas con sus equivalentes biolégicos.

[0093] En algunas realizaciones, el anticuerpo o fragmedetonismo tiene especificidad a
una proteina GM-CSF humana y comprende una VH C&@&RID de SEC NO: 23, una

VH CDR2 de ID de SEC NO: 24, una VH CDR3 de ID @&C3NO: 25, una VL CDR1 de

ID de SEC No: 26, una VL CDR2 de ID de SEC No: 2ina VL CDR3 de ID de SEC

No: 28. En las ID de SEC No: 29-35 se proporciogjamplos no limitantes de VH, de los
cuales ID de SEC No: 29 es la VH del raton y IDS@C No: 30-35 son las humanizados.
Ademas, estas VH humanizadas incluyen una o méaaciooes secundarias a la version
del ratén. Del mismo modo, los ejemplos no limésnde VL (VK) se proporcionan en la
ID de SEC No: 36-41. La ID de SEC No: 36 es unaaecia de ratén, y la ID de SEC No:
37-41 son secuencias humanizadas, entre las dad@sle SEC No: 38-41 incluye una o

mMas mutaciones secundarias, como se muestra ejeitoplos.
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[0094] Se muestra que las mutaciones secundarias sors (gdea retener ciertas
caracteristicas de los anticuerpos anti-GM-CSF cBosiguiente, en algunas realizaciones,
los anticuerpos anti-GM-CSF de la presente dividgacen particular los humanos o
humanizados, incluyen una o mas de las mutaci@msdarias. En algunas realizaciones,
la mutacion secundaria VH (es decir, el aminoaamtuido en la posicion especificada)
es una o mas seleccionadas de E1, R84, Y27, 188T8B, L70 o T30, de acuerdo con la

numeraciéon de Kabat y las combinaciones de las asism

[0095] En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizaclaye al menos la mutacién

secundaria VH de E1. En algunas realizacionesnetwerpo humanizado incluye al

menos mutaciones secundarias VH de E1 y R84. Emadgrealizaciones, el anticuerpo
humanizado incluye al menos mutaciones secunddHade E1 y otra como se menciond
anteriormente. En algunas realizaciones, el anmpou@umanizado incluye al menos el
grupo de mutacién secundaria VH (E1), (E1 y R&8), R84, Y27 e 128), (E1, R84, Y27,

128 e 148), (E1, R84, Y27, 128, 148, T68 y L70)(B1, R84, Y27, 128, 148, T68, L70 y

T30).

[0096] En algunas realizaciones, la region variable deemadpesada comprende un
fragmento de GYIFT (ID de SEC No: 44), GYIFS (ID 8EC No: 45) o GGTFS (ID de
SEC No: 46) en el extremo N terminal de CDR1, esrda partir de la posicion 26 segun
la numeracion de Kabat. En una realizacion, ladregvariable de cadena pesada
comprende GYIFT (ID de SEC No: 44). En una realiaacla region variable de cadena
pesada comprende GYIFS (ID de SEC No: 45). En aabzacion, la region variable de
cadena pesada comprende GGTFS (ID de SEC No: 46).

[0097] En algunas realizaciones, el anticuerpo humanidadimye una o mas de las
mutaciones secundarias. En algunas realizaciomesutacion secundaria de VL es una o
mas seleccionadas de V48, D57, Q70 o S43, segumur@eracion de Kabat y las

combinaciones de las mismas.

[0098] En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizaclaye al menos dos, tres o
cuatro de las mutaciones secundarias VL de V48,, 0370 o S43. En algunas
realizaciones, el anticuerpo humanizado incluymehos una mutacion secundaria VL de
V48. En algunas realizaciones, el anticuerpo hupaaa incluye al menos mutaciones

secundarias VL de V48 y D57 y otra como se indicéersormente. En algunas
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realizaciones, el anticuerpo humanizado incluymerhos el grupo de mutacién secundaria
VL de (V48), (V48 y D57), (V48, D57 y Q70) o (V4B57, Q70 y S43).

[0099] En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizaclaye al menos mutaciones
secundarias VH (E1, R84, Y27, 128, 148, T68 y LyOnutacion secundaria VL de V48.
En algunas realizaciones, el anticuerpo humanizemtuye al menos mutaciones
secundarias VH (E1, R84, Y27, 128, 148, T68, L7030) y mutaciones secundarias VL
(V48 y D57).

[0100] En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-GM-@8Ha presente divulgacion
incluye una VH de ID de SEC NO: 30-35, y una VLIBede SEC NO: 37-41, o sus
respectivos equivalentes biologicos. Un equivaldstdogico de un VH o VL es una
secuencia que incluye los aminoacidos designadestigne una identidad de secuencia
general del 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%. Un edgmie biologico de ID de SEC
NO: 35, por lo tanto, puede ser un VH que tengaideatidad de secuencia general del
80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99% con la ID de SEC3%opero conserva las CDRs (ID
de SEC No: 23-25 0 sus variantes), y opcionalmegtiene una o mas, o todas las

mutaciones secundarias.

[0101] En una realizacion, la VH tiene la secuencia denaétidos de ID de SEC NO: 34
y la VL tiene la secuencia de aminoacidos de II5EE€ NO: 38. En una realizacion, la
VH tiene la secuencia de aminoéacidos de ID de SBC3% y la VL tiene la secuencia de
aminoacidos de ID de SEC NO: 39. Se observa que gad de las secuencias citadas

también puede ser sustituida por sus equivaleimésgitos.

[0102] Una persona versada en la materia también enteqdertps anticuerpos como se
describen en el presente documento pueden modidicde modo que varien en la
secuencia de aminoacidos del polipéptido de unaiaral del que derivan. Por ejemplo,
una secuencia de polipéptidos o aminoacidos dexidaduna proteina designada puede ser
similar, por ejemplo, tener un cierto porcentajadimtidad con la secuencia de inicio, es
decir, puede ser 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 98% o0 99% idéntico a la

secuencia de inicio.

[0103] En algunas realizaciones los anticuerpos y fragosedé la presente divulgacion
pueden ser anticuerpos o fragmentos monoespecditsspecificos. Para un anticuerpo

biespecifico, la otra especificidad puede ser Utopp objetivo diferente de GM-CSF o
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una proteina objetivo diferente que sea Util pamauso particular, por ejemplo, uso
terapéutico. En un aspecto, la proteina objetivorescitoquina tal como TNF-alfa, IL-6,

IL-1 e IL-17. En otro aspecto, la proteina objet@® una quimioquina, como CCL2,
CXCL12 y CXCL13. En otro aspecto, la proteina adbgees una proteina de la superficie
celular, como CD3, CSF-1R, CD20 y CD73.

[0104] En ciertas realizaciones, el anticuerpo compremdesgcuencia de aminoacidos o
uno o mas fragmentos que normalmente no estanaa®scia un anticuerpo. Las
modificaciones ejemplares se describen a contibnaobn mas detalle. Por ejemplo, un
anticuerpo de la divulgacion puede comprender enaencia enlazadora flexible, o puede
modificarse para agregar un fragmento funcional @emplo, PEG, un farmaco, una

toxina o una etiqueta).

[0105] Los anticuerpos, variantes o derivados de los nmesd®la divulgacion incluyen

derivados que se modifican, es decir, por la usmralente de cualquier tipo de molécula
al anticuerpo, de modo que la unién covalente npiden que el anticuerpo se una al
epitopo. A manera de ejemplo, pero no de limitadids anticuerpos pueden modificarse,
por ejemplo, mediante glicosilacion, acetilaciomgipacion, fosforilacién, amidacion,

derivatizacion por grupos conocidos de proteccionlieo, escision proteolitica, enlace a
un ligando celular u otra proteina, etc. Cualquidealas numerosas modificaciones
quimicas se puede llevar a cabo mediante técnmagcas, que incluyen, pero no se
limitan a, a escisidbn quimica especifica, acetiaciformilacion, sintesis metabdlica de
tunicamicina, etc. Ademas, los anticuerpos puedsrieacer uno 0 mas aminoacidos no

clasicos.

[0106] En algunas realizaciones, los anticuerpos puedecosgugados o conectados por
otros medios a otra molécula para formar una m@ébifuncional. La segunda molécula
puede ser una de agentes terapéuticos, profarmaépsgos, proteinas, enzimas, virus,
lipidos, modificadores de la respuesta biologicgenées farmacéuticos, o PEG. Algunos
ejemplos no limitantes son citoquinas u otros f&solubles tales como IL-10, IL-25,

IL-27, IL-33, IL-35, and IL-36. También se proveen algunas realizaciones conjugados
de anticuerpos que incluyen un anticuerpo o fragmee la presente revelacion y un

farmaco de molécula pequeiia.
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[0107] Los anticuerpos pueden conjugarse o fusionarseuooagente terapéutico, que
puede incluir marcadores detectables tales como cadares radiactivos, un

inmunomodulador, una hormona, una enzima, un dligedtido, un agente terapéutico
fotoactivo o de diagndstico, un agente citotéxipae puede ser un farmaco o una toxina,
un agente potenciador del ultrasonido, un marcadaadiactivo, una combinacién de los

Mismos y otros agentes conocidos en la técnica.

[0108] Los anticuerpos se pueden marcar de forma deteataddiiante su acoplamiento a
un compuesto quimioluminiscente. La presencia deip@ptido de union al antigeno
marcado con quimioluminiscencia se determina luegbectando la presencia de
luminiscencia que surge durante el curso de una&ci@a quimica. Ejemplos de
compuestos quimioluminiscentes para marcar paatiménte Gtiles son luminol,

isoluminol, éster de acridinio teromatico, imidazal de acridinio y éster de oxalato.

[0109] Los anticuerpos también pueden marcarse de forezteble utilizando metales
emisores de fluorescencia tales canfgu, u otros de la serie de lantanidos. Estos ngetale
pueden unirse al anticuerpo utilizando grupos oueta de metales como el &cido
dietilentriaminopentaacético (DTPA) o el acido egiidliaminotetraacético (EDTA). Las
técnicas para conjugar diversos fragmentos conntinugrpo son bien conocidas, véase
por ejemplo, Arnoret al, “Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Ugs In
Cancer Therapy”, in Monoclonal Antibodies And Canteerapy, Reisfelet al (eds.),
pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. (1985); Hellstranhal, “Antibodies For Drug Delivery”, en
Controlled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinsenal, (eds.), Marcel Dekker, Inc., pp. 623-
53 (1987); Thorpe, “Antibody Carriers Of Cytotoxkgents In Cancer Therapy: A
Review”, en Monoclonal Antibodies ‘84: Biologicalndl Clinical Applications, Pinchera
et al (eds.), pp. 475-506 (1985); “Analysis, ResultsidAFuture Prospective Of The
Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Candérerapy”, en Monoclonal
Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldet al (eds.), Academic Press pp.
303-16 (1985), y Thorpet al, “The Preparation And Cytotoxic Properties Of iotly-
Toxin Conjugates Immunol. Rev(52:119-58 (1982)).
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Polinucledtidos Que Codifican Los Anticuerpos Y Méibs De Preparacion de los

Mismos

[0110] La presente descripcion también proporciona pol@dticios aislados o moléculas
de acido nucleico que codifican los anticuerposianées o derivados de los mismos de la
divulgacion. Los polinucledtidos de la presenteuttjacion pueden codificar todas las
regiones variables de cadena liviana y pesada sigpdbpéptidos de union a antigeno,
variantes o derivados de los mismos en la mismaéculd de polinucledtido o en
moléculas de polinucledtido separadas. Ademas, plfucleétidos de la presente
divulgacion pueden codificar porciones de las neggovariables de cadena pesada y
liviana de los polipéptidos de union a antigenoiavdes o derivados de los mismos en la

misma molécula de polinucleétido o en moléculapamucledtido separadas.

[0111] Los métodos para producir anticuerpos son bien aidos en la técnica y se
describen en el presente documento. En ciertagae@nes, tanto la region variable como
la constante de los polipéptidos de union a antigee la presente divulgacion son
completamente humanas. Pueden prepararse antisusgpypletamente humanos usando
técnicas descritas en la técnica y como se desenite presente documento. Por ejemplo,
se pueden preparar anticuerpos completamente hgnw@mira un antigeno especifico
administrando el antigeno a un animal transgénie® $¢ ha modificado para producir
dichos anticuerpos en respuesta a la exposiciégéainta, pero cuyos loci endégenos se
han desactivado. Técnicas ejemplares que se pussderpara hacer tales anticuerpos se
describen en las patentes de los Estados Unidé9€,684; 6,458,592; 6,420,140 que se

incorporan por referencia en su totalidad.

[0112] En ciertas realizaciones, los anticuerpos preparadoprovocaran una respuesta
inmune perjudicial en el animal a tratar, por ejempen un ser humano. En una
realizacion, los polipéptidos de unién a antigemniantes o derivados de los mismos de la
divulgacion son modificados para reducir su inm@magjdad usando técnicas reconocidas
en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos puesen humanizados, primatizados,
desinmunizados o se pueden producir anticuerposdgigos. Estos tipos de anticuerpos se
derivan de un anticuerpo no humano, tipicamentanticuerpo murino o de primate, que
retiene o retiene sustancialmente las propiedagesinibn a antigeno del anticuerpo
original, pero que es menos inmunogénico en humdbst® se puede lograr mediante

diversos métodos, que incluyen (a) injertar los iddos variables no humanos completos
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en regiones constantes humanas para generar aptiswgiimeéricos; (b) injertar al menos
una parte de una o mas de las regiones determsndateomplementariedad no humanas
(CDRs) en una estructura humana y regiones coestanh o sin retencion de residuos del
marco critico; o (c) trasplantar la totalidad de tominios variables no humanos, pero
“encubrirlos” con una seccion similar a la humarediante el reemplazo de los residuos
de la superficie. Tales métodos se describen emiddaret al, Proc. Natl Acad. SCUSA
57:6851-6855 (1984); Morrisoet al, Adv. Immunal 44:65-92 (1988); Verhoeyest al,
Science239: 1534-1536 (1988); Padlaklolec. Immun 25:489 - 498 (1991); Padlan,
Molec Immun 31: 169-217 (1994), y las siguientes patentesEdeados Unidos:
5,585,089; 5,693,761; 5,693,762, y 6,190,370, toldas cuales se incorporan como

referencia en su totalidad en el presente documento

[0113] La desinmunizacion también se puede usar para mignia inmunogenicidad de
un anticuerpo. Como se usa en este documentorngihte “desinmunizacion” incluye la
alteracion de un anticuerpo para modificar losoguis de células Tvéase por ejemplo,

las Publicaciones de Solicitud Internacional No©OMB52976 Al y WO/0034317 A2).
Por ejemplo, se analizan las secuencias varialelda dadena pesada y la cadena liviana
del anticuerpo de partida y se crea un “mapa” gébpo de células T humanas de cada
region V que muestra la ubicacidon de los epitoposrealacion con las regiones
determinantes de la complementariedad (CDRs) ysotesiduos clave dentro de la
secuencia. Los epitopos de células T individuatdsrthpa de epitopos de células T son
analizados para identificar sustituciones altewaatde aminoacidos con un bajo riesgo de
alterar la actividad del anticuerpo final. Se d&efunas secuencias alternativas de
variables pesadas y livianas que comprenden cogibimes de sustituciones de
aminodacidos y estas secuencias se incorporan ostiente en un rango de polipéptidos
de union. Normalmente, entre 12 y 24 variantesntiewerpos son generadas y analizadas
para determinar su unién y/o funcion. Los genesptetos de cadena pesada y liviana que
comprenden regiones modificadas variables y cotetanumanas se clonan luego en
vectores de expresion y los plasmidos subsiguiegestroducen en lineas celulares para
la produccién de un anticuerpo completo. Luegomaparan los anticuerpos en ensayos

bioquimicos y biolégicos apropiados, y se iderdif@ variante 6ptima.

[0114] La especificidad de unién de los polipéptidos d®mra antigeno de la presente

divulgacion puede ser determinada mediante ensayos vitro tales como
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inmunoprecipitacion, radioinmunoensayo (RIA) o gmsanmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA).

[0115] Alternativamente, las técnicas descritas paraddymcion de unidades de una sola
cadena (Patente de Estados Unidos 4,694,778; 8Suidnce242:423-442 (1988); Huston
et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USB5:5879-5883 (1988) y Wakt al., Nature334:544-554
(1989)) pueden adaptarse para producir unidadesadena sencilla de la presente
descripcion. Las unidades de una sola cadena s®ifiouniendo los fragmentos de las
cadenas pesada y liviana de la regién Fv a traeésndpuente de aminoacidos, dando
como resultado un péptido de fusion de una solarm@madlrambién se pueden usar técnicas
para el ensamblaje de fragmentos Fv funcionale€.enoli (Skerraet al.,, Science
242:1038-1041 (1988)).

[0116] Los ejemplos de técnicas que se pueden usar padaqir Fv de cadena Unica
(scFvs) y anticuerpos incluyen los descritos erPEentes de Estados Unidos 4,946,778 y
5,258,498; Hustoet al., Methods in Enzymolo@¥3:46-88 (1991); Shet al., Proc. Natl
Sci. USA90:1995-1999(1993); y Skerrat al., Science240:1038-1040 (1988). Para
algunos usos, incluido el usovivo de anticuerpos en humanos y ensayos de deteocion
vitro, puede ser preferible usar anticuerpos quiméribospanizados o humanos. Un
anticuerpo quimérico es una molécula en la queratifes porciones del anticuerpo se
derivan de diferentes especies animales, tales amtiouerpos que tienen una region
variable derivada de un anticuerpo monoclonal nounn una region constante de
inmunoglobulina humana. Los métodos para producitic@erpos quiméricos son
conocidos en la materigéasepor ejemplo, MorrisonScience229:1202 (1985); Ceét al.,
BioTechniques4:214 (1986); Gillieset al, J. Immunol,Methods 125:191-202 (1989);
Patente de Estados Unidos 5,807,715; 4,816,567,8464897, que se incorporan por
referencia en su totalidad en el presente documento

[0117] Los anticuerpos humanizados son moléculas de anpicuderivadas de un
anticuerpo de especie no humana que se unen geantdeseado que tiene una o mas
regiones determinantes de complementariedad (C8¥Rlks) especie no humana y regiones
marco de una molécula de inmunoglobulina humanaeAudo, los residuos del marco en
las regiones del marco humano se sustituiran coaséb correspondiente del anticuerpo
donante de CDR para alterar, preferiblemente mmejdea union del antigeno. Estas

sustituciones de marco se identifican por mediondeodos bien conocidos en la técnica,
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por ejemplo, mediante el modelado de las interaesiale la CDR y los residuos marco
para identificar residuos marco importantes pamnian de antigeno y la comparacion de
secuencias para identificar residuos de marco alesien posiciones particularegéése
por ejemplo, Queeat al, Patente de Estados Unidos 5,585,089; Riechraaah, Nature
332:323 (1988), que se incorporan aqui como refeesn su totalidad). Los anticuerpos
pueden humanizarse utilizando una variedad de d&entonocidas en la materia, que
incluyen por ejemplo, injertos de CDR (EP 239,4pQblicacion PCT WO 91/09967;
Patentes de Estados Unidos 5,225,539; 5,530,101585989), recubrimiento (EP
592,106; EP 519,596; Padlaviplecular Immunology28(4/5):489-498 (1991); Studnicka
et al, Protein Engineering7(6):805-814 (1994); Roguskat al, Proc. Natl. Sci. USA
91:969-973 (1994)), y la combinacién de cadenate(fa de Estados Unidos 5,565,332,
gue se incorpora por referencia en su totalidad).

[0118] Los anticuerpos completamente humanos son particaide deseables para el
tratamiento terapéutico de pacientes humanos. lmEuarpos humanos se pueden
producir mediante una variedad de métodos cono@dda materia, incluyendo métodos
de presentacién de fagos que utilizan biblioteeaardicuerpos derivadas de secuencias de
inmunoglobulina humana. Véase también, PatentesEstados Unidos 4,444,887 y
4,716,111; y las publicaciones PCT WO 98/46645, 8850433, WO 98/24893, WO
98/16654, WO 96/34096, WO 96/33735 y WO 91/1074ddacuno de los cuales se

incorpora por referencia en su totalidad en elgresdocumento.

[0119] Los anticuerpos humanos también pueden producgaedo ratones transgénicos
gue son incapaces de expresar inmunoglobulinaggends funcionales, pero que pueden
expresar genes de inmunoglobulina humana. Por &ergs complejos de genes de
inmunoglobulina humanos de cadena pesada y lipaeden introducirse aleatoriamente
o por recombinacion homodloga en células madre embrias de raton. De manera
alternativa, la region variable humana, la regionstante y la region de diversidad pueden
introducirse en ceélulas madre embrionarias de ratfemas de los genes humanos de
cadena pesada y liviana. Los genes de inmunogiebuwe ratbn de cadena pesada y
liviana pueden volverse no funcionales por separadcimultdneamente con la
introduccion de loci de inmunoglobulina humana raeté recombinacion homologa. En
particular, la eliminacibn homocigética de la regifH evita la produccion de anticuerpos
enddgenos. Las células madre embrionarias modificad expanden y se microinyectan
en blastocistos para producir ratones quiméricas latones quiméricos se crian para
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producir descendientes homocigotos que expresaouargos humanos. Los ratones
transgénicos se inmunizan de manera normal comtigeao seleccionado, por ejemplo,
todo o una porcién de un polipéptido objetivo ddseé&Se pueden obtener anticuerpos
monoclonales dirigidos contra el antigeno a pakéirratones transgénicos inmunizados
usando tecnologia de hibridoma convencional. Larssggenes de inmunoglobulina humana
albergados por los ratones transgénicos se reaggamiurante la diferenciacion de las
células B, y posteriormente se someten a cambiolag® y mutacién somatica. Por lo
tanto, utilizando una técnica de este tipo, eshp@siroducir anticuerpos IgG, IgA, IgM e
IgE terapéuticamente Utiles. Para obtener una igesan general de esta tecnologia para
producir anticuerpos humanos, consulte Lonberg gzHint. Rev. Immunol73:65-93
(1995). Para una discusion detallada de esta tegiaopara producir anticuerpos humanos,
y anticuerpos monoclonales humanos, y protocoles p@ducir dichos anticuerpogase
por ejemplo, las publicaciones PCT WO 98/24893; W834096; WO 96/33735; Patente
de Estados Unidos 5,413,923; 5,625,126; 5,633,52%9,825; 5,661,016; 5,545,806;
5,814,318 y 5,939,598, que se incorporan por neféeen su totalidad en el presente
documento. Ademas, compafiias como Abgenix, Ineethont, California) y GenPharm
(San José, California) pueden participar para pm@oar anticuerpos humanos dirigidos
contra un antigeno seleccionado utilizando una otegima similar a la descrita

anteriormente.

[0120] Los anticuerpos completamente humanos que reconot@pitopo seleccionado
también se pueden generar usando una técnica dwambaniseleccion guiada”. En este
enfoque, un anticuerpo monoclonal no humano seleado, por ejemplo, un anticuerpo
de ratdn, se usa para guiar la selecciéon de uwcuantio completamente humano que
reconoce el mismo epitopo. (Jespersal., Bio / Technology2:899-903 (1988). Véase
también la Patente de Estados Unidos NO: 5,565@@&2se incorpora como referencia en

su totalidad).

[0121] En otra realizacion, el ADN que codifica anticueypoonoclonales deseados puede
aislarse y secuenciarse facilmente usando procexios convencionales (por ejemplo,
usando sondas de oligonucleétidos que son capacaside especificamente a genes que
codifican las cadenas pesadas Yy livianas de anpiesenurinos). Las células de hibridoma
aisladas y subclonadas, sirven como una fuentenmafde dicho ADN. Una vez aislado,
el ADN se puede colocar en vectores de expreside,lugego se transfectan en células
huésped procaridticas o eucariotas, como las cétid&. coli, las células COS de simio,
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las células de Ovario de Hamster Chino (CHO) aéslas de mieloma que no producen
inmunoglobulinas. Mas particularmente, el ADN asldque puede ser sintético como se
describe en el presente documento) se puede usaclpaar secuencias de regién variable
y constante para la fabricacién de anticuerpos ceentescribe en Newmah al, Patente

de Estados Unidos No. 5,658,570, presentada ek Zmedro de 1995, que se incorpora en
el presente documento como referencia. Esenciaémesto implica la extraccion de ARN
de las células seleccionadas, la conversion a ARNe amplificacion mediante PCR
utilizando cebadores especificos de Ig. Los celasdadecuados para este propdsito
también se describen en la Patentes de EstadosdJNml 5,658,570. Como se explicara
con mas detalle a continuacion, las células tramsfdas que expresan el anticuerpo
deseado pueden crecer en cantidades relativameamndeg para proporcionar suministros

clinicos y comerciales de la inmunoglobulina.

[0122] Adicionalmente, usando técnicas de ADN recombindateutina, una o mas de las
CDRs de los polipéptidos de unién a antigeno gedaente divulgacion, pueden insertarse
dentro de regiones marco, por ejemplo, en regiom@so humanas para humanizar un
anticuerpo no humano. Las regiones marco puedemagarales o regiones marco de
consenso, y preferiblemente regiones marco hum@aasepor ejemplo, Chothiat al., J.
Mol. Biol. 278:457-479 (1998) para una lista de regiones anahtmanas).
Preferiblemente, el polinucleodtido generado palisbinacion de las regiones marco y las
CDRs codifica un anticuerpo que se une especifiolama al menos un epitopo de un
polipéptido deseado, por ejemplo, LIGHT. Preferiidate, se pueden hacer una o mas
sustituciones de aminoacidos dentro de las regionasco, y, preferiblemente, las
sustituciones de aminoacidos mejoran la union delicgerpo a su antigeno.
Adicionalmente, tales métodos pueden usarse parer lsustituciones o deleciones de
aminoacidos de uno o mas residuos de cisteina gildn variable que participan en un
enlace disulfuro intra cadena para generar moléalgaanticuerpo que carecen de uno o
mas enlaces disulfuro intracadena. Otras alterasi@®l polinucledtido estan abarcadas

por la presente divulgacion y dentro de la expeigede la técnica.

[0123] Ademas, se pueden usar las técnicas que se degamrgbara la produccion de
“anticuerpos quimeéricos” (Morrisoat al., Proc. Natl. Acad. Sci. US851-855 (1984);
Neubergert al, Nature 372: 604-608 (1984); Takedd al., Nature314:452-454 (1985))
mediante el empalme de genes de una molécula deenpo de raton, de especificidad de
antigeno apropiada, junto con genes de una moléeuknticuerpo humano de actividad
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biologica apropiada. Como se usa en el presentent&@o, un anticuerpo quimeérico es
una molécula en la que diferentes porciones seatenle diferentes especies animales,
como las que tienen una region variable derivadardanticuerpo monoclonal murino y

una regién constante de inmunoglobulina humana.

[0124] Otro medio altamente eficiente para generar ampaserecombinantes se describe
en NewmanpBiotechnologyl0:1455-1460 (1992). Especificamente, esta téaacaomo

resultado la generacion de anticuerpos primatizgdescontienen dominios variables de
mMono Yy secuencias constantes humanas. Esta raeéesennicorpora como referencia en su
totalidad en el presente documento. Ademas, estact también se describe en las
Patentes de Estados Unidos 5,658,570; 5,693,78056,996, cada una de las cuales se

incorpora aqui como referencia.

[0125] Alternativamente, las lineas celulares productodes anticuerpos pueden
seleccionarse y cultivarse usando técnicas biepnaidas por los expertos en la materia.
Dichas técnicas se describen en una variedad deatesnde laboratorio y publicaciones
primarias. Respecto a lo anterior, las técnicaswstias para su uso en la divulgacion
como se describe a continuacion se describerC@ment Protocols in Immunology
Coliganet al, Eds., Green Publishing Associates y Wiley-Intersce, John Wiley and
Sons, New York (1991), las cuales se incorporanekrpresente documento como

referencia en su totalidad, incluidos los suplewsnt

[0126] Adicionalmente, se pueden usar técnicas estandacictas por los expertos en la
materia para introducir mutaciones en la secuedeianucleétidos que codifican un

anticuerpo de la presente divulgacion, que incluymro no se limitan a, mutagénesis
dirigida al sitio y mutagénesis mediada por PCRe @an lugar a sustituciones de
aminoacidos. Preferiblemente, las variantes (idoiilos derivados) codifican menos de
50 sustituciones de aminoacidos, menos de 40 stisties de aminoacidos, menos de 30
sustituciones de aminoacidos, menos de 25 susiiteigide aminoacidos, menos de 20
sustituciones de aminoacidos, menos de 15 sustiteside aminoacidos , menos de 10
sustituciones de aminoéacidos, menos de 5 sustitesiale aminoacidos, menos de 4
sustituciones de aminoacidos, menos de 3 sustitesiale aminoacidos o menos de 2
sustituciones de aminoéacidos en relacion con |@megariable de cadena pesada de
referencia, CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3, regiéon varialde cadena liviana, CDR-L1,

CDR-L2 o CDR-L3. Alternativamente, las mutacioneggen introducirse aleatoriamente
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a lo largo de toda o parte de la secuencia codifiga como por ejemplo mediante
mutagénesis de saturacion, y los mutantes resedt@oeden seleccionarse para determinar

la actividad biol6gica para asi identificar los amies que retienen la actividad.
Métodos De Tratamiento Y Usos

[0127] Como se describe en el presente documento, lasuarpos, variantes o derivados

de la presente divulgacion se pueden usar en sierébodos de tratamiento y diagnaostico.

[0128] La presente divulgacion esta dirigida ademas pisdasadas en anticuerpos que
implican administrar los anticuerpos de la divulgaca un paciente tal como un animal,
un mamifero y un ser humano para tratar uno o mdssdrastornos o afecciones descritos
en el presente documento. Los compuestos terapgutecla divulgacion incluyen, pero no
de manera limitada, anticuerpos de la divulgaciddyyendo variantes y derivados de la
misma como se describe en el presente documerdol)dgs nucleicos o polinucleétidos
que codifican anticuerpos de la divulgacion (inelogo variantes y derivados de la misma

como se describe en el presente documento).

[0129] Los anticuerpos y fragmentos de la presente dicidgaen algunas realizaciones,
pueden usarse para la fabricacion de un medicanmat® tratar una enfermedad o
trastorno inflamatorio o autoinmune, o cancer. Tiémlse cree que los anticuerpos y
fragmentos de la presente divulgacion son Utilea patar los mecanismos subyacentes

del dolor o el dolor como tal.

[0130] El factor estimulante de colonias de granulocitosngcréfagos (GM-CSF) se
conocia originalmente por su capacidad para geneodonias de granulocitos y
macrofagos a partir de precursores de la méduba dsenbién se ha demostrado que actua
sobre las células mieloides maduras como factof@soa de la supervivencia, activacion y
diferenciacion. Estudios recientes sugieren queGM-CSF también tiene muchas
funciones proinflamatorias y desempefia funcioneicas en el desarrollo de

enfermedades autoinmunes e inflamatorias.

[0131] EI GM-CSF promueve la supervivencia y activacionnicrofagos, neutroéfilos y
eosindfilos, asi como la maduracion de células dtcas (DC). GM-CSF puede polarizar
macréfagos en macréfagos inflamatorios tipo M1, queducen una variedad de

citoquinas inflamatorias como TNF, IL-6, IL-12p7Q,-23 o IL-1B, y por lo tanto
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promueven respuestas Th1-Th1l7. Por otro lado, taamd® ha informado de la asociacion

de inmunidad GM-CSF y Th2 en la inflamacion devias respiratorias alérgicas.

[0132] El receptor de GM-CSF consiste en una subunidgde se une a GM-CSF con
baja afinidad (GMR) y una subunidaflc de transduccién de sefiales que se comparte con
los receptores IL-3 e IL-5. EI complejo binario @G&-CSF y GMRy interactia con una
subunidadpc libre y forma el complejo hexamérico de alta iga. Los complejos de
dodecamero formados por la agregacion lateral decdmplejos de hexamero le permiten
a Jak2 asociado con una subunifladdimerizar y transfosforilar, pero los complejas d
hexamero no lo hacen. Esta estructura conducepaestss dependientes de la dosis de la
activacion del receptor de GM-CSF. La baja coneentn de GM-CSF, como en
condiciones normales, causa la fosforilaciod&er585 y activa la ruta de la quinasa 14-
3-3/PI-3 que solo conduce a la supervivencia celldaa mayor concentracion de GM-
CSF, como en el estado inflamatorio, desactivaoksfofilacion defc Ser585 y la
fosforilacion mediada d@c Tyr577 y la activacion de la via Jak2/STATS5, ia de la
proteina quinasa activada por Ras/mitégeno y lal@ika quinasa PI-3, o que resulta en la

promocion de supervivencia celular, proliferaciéacyivacion.

[0133] Una amplia variedad de células puede producir GM-Q&s principales fuentes
de GM-CSF son las células T y B, las células etidtge de monocitos/macréfagos y los
fibroblastos. Los neutréfilos, eosinofilos, célukgsiteliales, células mesoteliales, células
de Paneth, condrocitos y células tumorales tamipiéeden producir GM-CSF. La
produccion de GM-CSF se ve estimulada por variasofas, entre ellos TNF, IL-1,
agonistas de receptores tipo Toll y prostaglan@ifia Recientemente, se ha aclarado la
patogenicidad de las células T CD4 productoras dd4-GSF en enfermedades

autoinmunes e inflamatorias y gana cada vez masiate

[0134] La evidencia reciente reveldé que GM-CSF jugd urepagitico en el desarrollo de
muchas enfermedades autoinmunes. El agotamiendoitoatizacion de GM-CSF suprime
muchos modelos de enfermedades autoinmunes, imclayela encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE), la artritis, la enfedad pulmonar intersticial
relacionada con la artritis, la nefritis o la pasis. También se sugiere que la inhibicion de

GM-CSF puede ser util para tratar el cancer.
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[0135] En algunas realizaciones, la enfermedad o afedoftamatoria a ser tratada por
los anticuerpos, fragmentos y composiciones desciricluye una o mas de la enfermedad
de Alzheimer, enfermedad de Addison, ateroscler@spondilitis anquilosante, artritis,
osteoartritis (OA), artritis reumatoide (AR), atisi psoridsica (AP), espondilitis
anquilosante, asma, aterosclerosis, enfermedadopalmobstructiva cronica (EPOC),
enfermedad de Crohn, colitis, dermatitis, diveltii) fibromialgia, hepatitis, sindrome
del intestino irritable (Sll), lupus sistémico ertatoso (LES), nefritis, enfermedad de
Parkinson (EP), vasculitis y colitis ulcerosa.

[0136] En algunas realizaciones, la enfermedad o afec@iiainmune a tratar por los
anticuerpos, fragmentos y composiciones de la gaaibn incluyen una o mas de alopecia
areata, anemia hemolitica autoinmune, hepatitisimmaune, dermatomiositis, diabetes
(tipo 1), enfermedad celiaca, artritis idiopatieevgnil autoinmune, glomerulonefritis,
enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Baguysa trombocitopénica idiopatica,
miastenia gravis, miocarditis autoinmune, esclsrosiltiple, pénfigo/pénfigoide, anemia
perniciosa, poliarteritis nodosa, polimiositis, rogis biliar primaria, psoriasis, artritis
reumatoide (AE), esclerodermia/esclerosis sistémisandrome de Sjogren, lupus
eritematoso sistémico (LES), tiroiditis autoinmun@piditis de Hashimoto, uveitis

autoinmune, vitiligo y granulomatosis con poliaigy({iVegener’s).

[0137] La artritis reumatoide (AR) es un trastorno autaine a largo plazo que afecta
principalmente a las articulaciones. Por lo geneamdulta en articulaciones calientes,
hinchadas y dolorosas. El dolor y la rigidez suedempeorar después del reposo. Mas
comunmente, la mufieca y las manos estan involusrada las mismas articulaciones
tipicamente involucradas en ambos lados del cuempenfermedad también puede afectar
otras partes del cuerpo. Si bien la causa de flgisareumatoide no es clara, se cree que
implica una combinacién de factores genéticos yiamdales. El mecanismo subyacente
involucra al sistema inmunoldgico del cuerpo atdoalas articulaciones. Esto da lugar a
la inflamacion y engrosamiento de la capsula deicu.os objetivos del tratamiento son
reducir el dolor, disminuir la inflamacion y mejoral funcionamiento general de una
persona. Los medicamentos para el dolor, los edésoy los AINEs se usan con
frecuencia para ayudar con los sintomas. Se pusaleun grupo de farmacos llamados
medicamentos antirreumaticos modificadores de fareredad (DMARDS, por las siglas
en inglés de disease-modifying antirheumatic drugs)mo la hidroxicloroquina y el
metotrexato, para tratar de retardar la progredla enfermedad.
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[0138] La osteoartritis (OA) es un tipo de enfermedadadealrticulaciones que resulta de
la degradacion del cartilago articular y el hueslbyacente. Los sintomas mas comunes
son dolor en las articulaciones y rigidez. Iniciafite, los sintomas pueden aparecer solo
después del ejercicio, pero con el tiempo pueddumerse constantes. Otros sintomas
pueden incluir hinchazon de las articulacionesmaiscion del rango de movimiento vy,
cuando la espalda se ve afectada, debilidad o eciomento de los brazos y las piernas.
Las causas incluyen lesiones articulares previasardollo anormal de articulaciones o
extremidades, y factores hereditarios. El riesganayor en quienes tienen sobrepeso,
tienen una pierna de diferente longitud y tienadjos que resultan en altos niveles de
estrés en las articulaciones. Se cree que la oBigsas causada por estrés mecanico en la
articulacion y procesos inflamatorios de bajo gralb tratamiento incluye ejercicio,
esfuerzos para disminuir el estrés en las artimras, grupos de apoyo y medicamentos

para el dolor.

[0139] La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad delsmiante en la que se dafan
las cubiertas aislantes de las células nerviosa$ egrebro y la médula espinal. Este dafio
interrumpe la capacidad de las partes del sistemaoso para comunicarse, dando como
resultado una variedad de signos y sintomas, aqh@yen problemas fisicos, mentales y, a
veces, psiquiatricos. Los sintomas especificos gquattluir vision doble, ceguera en un
0jo, debilidad muscular, problemas con la sensacifmoblemas con la coordinacion. Si
bien la causa no esta clara, se cree que el mawarsgbyacente es la destruccién del
sistema inmunoldgico o el fracaso de las céluladymtoras de mielina. No se conoce cura
para la esclerosis multiple. Los tratamientos i@ermejorar la funcion después de un

ataque y prevenir nuevos ataques.

[0140] El asma es una enfermedad inflamatoria comun ao lgnigzo de las vias
respiratorias de los pulmones. Se caracteriza fmtorsas variables y recurrentes,
obstruccién reversible del flujo de aire y brong@aesno. Los sintomas incluyen episodios
de sibilancias, tos, opresion en el pecho y difémipara respirar. Se cree que el asma es
causada por una combinacién de factores genéticoampientales. Los factores
ambientales incluyen la exposicion a la contamiradel aire y los alérgenos. El asma se
clasifica segun la frecuencia de los sintomaspleimren espiratorio forzado en un segundo
(FEV1) y la tasa de flujo espiratorio maximo. Taérbpuede clasificarse como atépica o
no atdpica, donde la atopia se refiere a una peslision a desarrollar una reaccién de
hipersensibilidad tipo 1. No hay cura para el ashws sintomas se pueden prevenir
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evitando los factores desencadenantes, como logealss e irritantes, y mediante el uso
de corticosteroides inhalados. Los agonistas betaation prolongada (LABA) o los

agentes antileucotrienos se pueden usar ademdss dmiticosteroides inhalados si los
sintomas del asma no se controlan. El tratamiemtolod sintomas que empeoran
rapidamente se da generalmente con un agonist& letaaccion corta inhalado, tal como
el salbutamol y los corticosteroides que se tomanyba oral. En casos muy graves,

pueden requerirse corticosteroides intravenosdfstsule magnesio y hospitalizacion.

[0141] La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOLCum tipo de enfermedad
pulmonar obstructiva caracterizada por un flujaagte deficiente a largo plazo. La EPOC
puede incluir dos afecciones principales, enfisgrheonquitis cronica. En el enfisema, las
paredes entre muchos de los sacos de aire estadadafComo resultado, los sacos de aire
pierden su forma y se vuelven flojos. Este dafidtémpuede destruir las paredes de los
sacos de aire, lo que lleva a menos y mas grarates gle aire en lugar de muchos
pequefios. Si esto sucede, se reduce la cantidaedeambio de gases en los pulmones.
En la bronquitis crénica, el revestimiento de lé@swespiratorias permanece irritado e
inflamado constantemente, y esto hace que el ipvesto se inflame. Se forma mucho
MOCO espeso en las vias respiratorias, lo queuttdita respiracion. No se conoce una cura

para la EPOC, pero los sintomas son tratablegyogiesion puede retrasarse.

[0142] El dolor es una sensacion de angustia a menudadaymr estimulos intensos o
perjudiciales, como golpearse un dedo del pie, @queenun dedo, poner alcohol en una
cortada o golpearse el "hueso gracioso". El dotoue fendbmeno subjetivo complejo,
definir dolor ha sido un desafio. El dolor tambig® conoce como una experiencia
sensorial y emocional desagradable asociada com tdafar real o potencial. El dolor a

veces se considera como un sintoma de una afesudiyracente, como la inflamacion.

[0143] En algunas realizaciones, se proporcionan métodos fpatar un cancer en un
paciente que lo necesita. El método, en una readizaimplica administrar al paciente una

cantidad eficaz de un anticuerpo de la presentdgiicion.

[0144] Los ejemplos no limitantes de canceres incluyercedde vejiga, cancer de mama,
cancer colorrectal, cancer de endometrio, cancezsdéago, cancer de cabeza y cuello,
cancer de rifion, leucemia, cancer de higado, ca@ecpulmon, linfoma, melanoma, cancer

de pancreas, cancer de préstata y cancer de 8roide
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[0145] Otras enfermedades o afecciones asociadas conmaném de la supervivencia
celular, que pueden tratarse, prevenirse, diagrawssé y/o pronosticarse con los
anticuerpos o variantes, o derivados de los mistedsa divulgacion incluyen, pero no se
limitan a, la progresion y/o metastasis de neoggasialignas y trastornos relacionados,
como leucemia (incluidas las leucemias agudas €monplo leucemia linfocitica aguda,
leucemia mielocitica aguda (incluyendo a su vez labiéstica, promielocitica,
mielomonocitica, monocitica y eritroleucemia)) yudemias crénicas (por ejemplo
leucemia mielocitica crénica (granulocitica) y leonia linfocitica crénica)), policitemia
vera, linfomas (por ejemplo enfermedad de Hodgkenfermedad no Hodgkin), mieloma
multiple, macroglobulinemia de Waldenstrom, enfetate de cadena pesada, y tumores
sélidos que incluyen, pero no se limitan a, sarcnya carcinomas tales como
fibrosarcoma, mixosarcoma , liposarcoma, condrosaa; sarcoma osteogénico, cordoma,
angiosarcoma, sarcoma de endiotelio, linfangiosaacosarcoma linfangioendotelio,
sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosara, rabdomiosarcoma, carcinoma
de colon, cancer de péncreas, cancer de seno,rcdacevario, cancer de proéstata,
carcinoma de células escamosas, carcinoma de £élagales, adenocarcinoma, carcinoma
de las glandulas sudoriparas, carcinoma de laglgks sebaceas, carcinoma papilar,
adenocarcinomas papilares, cistoadenocarcinomagcinoara medular, carcinoma
broncogénico, carcinoma de células renales, heatoarcinoma de conductos biliares,
coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionarimjotude Wilm, cancer de cérvix,
tumor testicular, carcinoma de pulmén, carcinomdmpuoar de células pequefas,
carcinoma de vejiga , tumor epitelial, glioma, @asitoma, meduloblastoma,
craneofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemarggtitha, neuroma acustico,

oligodendroglioma, menangioma, melanoma, neuraiifaety retinoblastoma.

[0146] Una dosis especifica y un régimen de tratamient@a gaalquier paciente en

particular dependera de una variedad de factanekjyendo los anticuerpos particulares,
las variantes o derivados de los mismos utilizatlbsdad, el peso corporal, la salud
general, el sexo, la dieta del paciente, el momdatadministracion, la tasa de excrecion,
la combinacién de farmacos y la gravedad de laref®@ad en particular que se esta
tratando. El juicio de tales factores por partdadecuidadores médicos esta dentro de la
habilidad ordinaria de las personas normalmentsadas en la materia. La cantidad
también dependerd del paciente individual a trdéayia de administracion, el tipo de

formulacién, las caracteristicas del compuestizatib, la gravedad de la enfermedad y el
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efecto deseado. La cantidad utilizada se puedendiet por principios farmacolégicos y

farmacocinéticos bien conocidos en la técnica.

[0147] Los métodos de administracion de los anticuerpasantes incluyen, pero no se
limitan a, rutas intradérmicas, intramusculares,traperitoneales, intravenosas,
subcutaneas, intranasales, epidurales y oralepdligseptidos o composiciones de union a
antigeno pueden administrarse por cualquier vizesoante, por ejemplo, por infusion o
inyeccion de bolus, por absorcion a través de maoigntos epiteliales o mucocutaneos
(por ejemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intalstetc.) y pueden administrarse junto
con otros agentes bioldgicamente activos. Porrtotdas composiciones farmacéuticas
que contienen los polipéptidos de union a antigenka divulgacion se pueden administrar
por via oral, rectal, parenteral, intracistemalragnhtravaginal, intraperitoneal, topica
(como por polvos, ungientos, gotas o parches téamscbs), bucalmente, o como un

spray oral o nasal.

[0148] El término “parenteral” como se usa en el presdomento se refiere a modos
de administracibn que incluyen inyeccién e infusiémravenosa, intramuscular,

intraperitoneal, intraesternal, subcutanea e irttcagar.

[0149] La administracion puede ser sistémica o local. Adenpuede ser deseable
introducir los anticuerpos de la divulgacion esistema nervioso central por cualquier via
adecuada, incluyendo la inyeccion intraventricular intratecal; la inyeccion
intraventricular puede ser facilitada por un catéteaventricular, por ejemplo, unido a un
reservorio, como un reservorio de Ommaya. Tambiéde emplearse la administracion
pulmonar por ejemplo, mediante el uso de un intwladnebulizador, y la formulaciéon

con un agente de aerosolizacion.

[0150] Puede ser deseable administrar los polipéptidos ud®n a antigeno o
composiciones de la divulgacion localmente al eanecesita tratamiento; esto se puede
lograr, por ejemplo, y no a modo de limitacion, matk infusion local durante la cirugia,
aplicacion topica, por ejemplo, en combinacién aarapdsito para heridas después de la
cirugia, mediante inyeccion, por medio de un cat@er medio de un supositorio, 0 por
medio de un implante. Dicho implante es de un retporoso, no poroso o gelatinoso,

que incluye membranas, tales como membranas gakksb fibras. Preferiblemente,
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cuando se administra una proteina, incluido urcaetpo, de la divulgacion, se debe tener

cuidado de usar materiales que no absorba la peotei

[0151] En otra realizacion, el polipéptido o composicid@ uhién a antigeno puede ser
administrado en una vesicula, en particular urstipma yéaseLanger, 1990Science249:
1527-1533; Treaet al, Liposomes in the Therapy of Infectious Diseasd @ancer,
Lopez-Berestein and Fidler (eds.), Liss, New Yqb, 353-365 (1989); Lopez-Berestein,
ibid., pp. 317-327yéase generalmente ibjd.

[0152] En otra realizacion mas, el polipéptido o compdsiae unién a antigeno se puede
administrar en un sistema de liberacion control&shauna realizacion, se puede usar una
bomba y¢éaseSefton, 1987CRC Crit. Ref. Biomed. End4:201; Buchwalcdkt al, 1980,
Surgery 88:507; Saudeit al, 1989,N. Engl J. Med.321:574). En otra realizacion, se
pueden usar materiales poliméricoggseMedical Applications of Controlled Release,
Langer and Wise (eds.), CRC Pres., Boca Raton, @8a74); Controlled Drug
Bioavailability, Drug Product Design and Performan&molen and Ball (eds.), Wiley,
New York (1984); Ranger and Peppas, J., 1988¢cromol. Sci. Rev. Macromol. Chem
23:61; véase también Leey al.,, 1985,Science228:190; Duringet al, 1989,Ann. Neurol
25:351; Howardet al, 1989,J. Neurosurg 71:105). En otra realizacion mas, se puede
colocar un sistema de liberacion controlada enrdximidad del objetivo terapéutico, es
decir, el cerebro, por lo que solo se requiereftaion de la dosis sistémiceaease por
ejemplg Goodson, in Medical Applications of Controlled|&ase, supra, vol. 2, pp. 115-
138 (1984)). Otros sistemas de liberacion conteksel discuten en la revision de Langer
(1990, Science 249:1527-1533).

[0153] En una realizacion especifica en la que la commosicde la divulgacion
comprende un acido nucleico o polinucleétido qudifma una proteina, el acido nucleico
puede administrarsan vivo para promover la expresion de su proteina codifical
construirlo como parte de un vector de expresionadelo nucleico apropiado y
administrarlo de modo que se convierta en intrdaelpor ejemplo, mediante el uso de un
vector retroviral (véase la Patente de Estados d$nit}980,286), o mediante inyeccién
directa, o mediante el uso de microparticulas daelawdeo (por ejemplo, una pistola de
genes; Biolistic, Dupont), o recubriendo con ligidnreceptores de la superficie celular o
agentes transfectantes, o administrandolos enlanesa un péptido similar a la homeobox

gue se sabe que ingresa al nucleo (véase por gedgtibtet al, 1991,Proc. Natl. Acad
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Sci. USA 88:1864-1868), etc. Alternativamente, un acideleico puede introducirse
intracelularmente e incorporarse dentro del ADNaleélula huésped para la expresion,

mediante recombinacion homaéloga.

[0154] La cantidad de los anticuerpos de la divulgacioa sgra eficaz en el tratamiento,
inhibicion y prevencion de una enfermedad, trastarafeccion inflamatoria, inmune o
maligna puede determinarse mediante técnicas a@&tinmnvencionales. Ademas, los
ensayosn vitro pueden emplearse opcionalmente para ayudar afic@ntos intervalos
de dosificacién optimos. La dosis precisa que seleama en la formulacion también
dependera de la via de administracion y la gravdddd enfermedad, trastorno o afeccion,
y debe decidirse de acuerdo con el criterio deliooeg las circunstancias de cada
paciente. Las dosis efectivas pueden extrapolarparte de curvas de dosis-respuesta
derivadas de sistemas de prugbeitro o sistemas de prueba de modelos de animales.

[0155] Como propuesta general, la dosis de los polipéptak unidn a antigeno de la
presente divulgacion administrada a un pacientgpesmmente de 0,1 mg/kg a 100 mg/kg
del peso corporal del paciente, entre 0,1 mg/k@ yn8/kg del peso corporal del paciente,
0 1 mg/kg a 10 mg/kg del peso corporal del pacidfibegeneral, los anticuerpos humanos
tienen una vida media mas larga en el cuerpo humaados anticuerpos de otras especies
debido a la respuesta inmune a los polipéptidasigss. Por lo tanto, a menudo es posible
una menor dosis de anticuerpos humanos y una atracion menos frecuente. Ademas,
la dosis y la frecuencia de administracion de loscaerpos de la divulgacién pueden
reducirse aumentando la captacién y la penetraamidel tejido (por ejemplo, en el cerebro)

de los anticuerpos mediante modificaciones taleso¢c@or ejemplo, la lipidacion.

[0156] Los métodos para tratar una enfermedad infecciosaligna, afeccion o trastorno
qgue comprende la administracion de un anticuerpoante o derivado del mismo, de la
divulgacion son tipicamente probadivs vitro, y luegoin vivo en un modelo animal
aceptable para el tratamiento terapéutico o aetivigrofilactica deseados, antes de su uso
en humanos. Los modelos animales adecuados, gugencanimales transgénicos, son
bien conocidos por los expertos en la técnica. df@mplo, los ensayom vitro para
demostrar la utilidad terapéutica del polipéptidoutiion a antigeno descrito aqui incluyen
el efecto de un polipéptido de union a antigenarenlinea celular o una muestra de tejido
del paciente. El efecto del polipéptido de uniGantigeno en la linea celular y/o muestra

de tejido puede determinarse utilizando técnicamcidas por los expertos en la técnica,
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tales como los ensayos descritos en otra partegesente documento. De acuerdo con la
divulgacion, los ensayas vitro que se pueden usar para determinar si la adnaiciétr

de un polipéptido de unidn a antigeno especificdaemdicada, incluyen ensayos de
cultivo celularin vitro en los que una muestra de tejido del pacienteea@rccultivo y se
expone o se administra de otra manera un compugse, observa el efecto de dicho

compuesto sobre la muestra de tejido.

[0157] Se conocen diversos sistemas de administracionpyegen usar para administrar
un anticuerpo de la divulgacion o un polinucleétigiee codifica un anticuerpo de la
divulgacion, por ejemplo, encapsulacion en lipossnraicroparticulas, microcapsulas,
células recombinantes capaces de expresar el cetopuendocitosis mediada por
receptores (¢ase por ejemplo Wu y Wu, 1987). Biol. Chem.262:4429-4432),

construccion de un acido nucleico como parte deetraviral u otro vector, etc.

[0158] En una realizacion adicional, las composicionelmdkvulgacion se administran en
combinacion con un agente antineoplasico, un agertteiral, un agente antibacteriano o
antibiotico o agentes antifungicos. Cualquiera dg®se agentes conocidos en la técnica
puede ser administrado en las composiciones deszpte divulgacion.

[0159] En otra realizacion, las composiciones de la datilgn se administran en
combinacion con un agente quimioterapéutico. Lentas quimioterapéuticos que pueden
administrarse con las composiciones de la divufgaancluyen, pero no se limitan a,
derivados de antibidticos (por ejemplo doxorrukacirbleomicina, daunorubicina y
dactinomicina); antiestrégenos (por ejemplo tanemdl; antimetabolitos (por ejemplo,
fluorouracilo, 5-FU, metotrexato, floxuridina, inerén alfa-2b, acido glutamico,
plicamicina, mercaptopurina y 6-tioguanina); agsemi#otoxicos (por ejemplo carmustina,
BCNU, lomustina, CCNU, arabindsido de citosina, lafimsfamida, estramustina,
hidroxiurea, procarbazina, mitomicina, busulfansptitino y sulfato de vincristina);
hormonas (por ejemplo medroxiprogesterona, estr@mautosfato sodico, etinilestradiol,
estradiol, acetato de megestrol, metiltestosteroddpsfato de dietilestilbestrol,
clorotrianiseno y testolactona); derivados de |atawa nitrogenada (por ejemplo melfalan
clorambucil, mecloretamina (mostaza nitrogenadtadtgpa); esteroides y combinaciones
(por ejemplo, betametasona fosfato sodico); y ot{per ejemplo dicarbazina,

asparaginasa, mitotano, sulfato de vincristindasuble vinblastina y etopésido).
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Combinaciones de Composiciones y Terapias

[0160] Los anticuerpos anti-GM-CSF de la presente dividgase pueden usar, en

algunas realizaciones, junto con otro agente tetaoe

[0161] En alguna realizacién, el segundo agente terapéetiain agente antiinflamatorio.
Los ejemplos no limitantes incluyen aspirina, ilmipno, naproxeno, celecoxib
(Celebrex), piroxicam (Feldene), indometacina (bidpy meloxicam (Mobic Vivlodex),
ketoprofeno (Orudis, Ketoprofen ER, Oruvail, Actyorsulindac (Clinor), diflunisal
(Dolobid), nabumetona (Relafen), oxaprozin (Daypr&imetin (Tolmetin Sodium,
Tolectin), salsalato (Disalcid), etodolac (Lodinégnoprofeno (Nalfon), flurbiprofeno

(Ansaid), ketorolac (Toradol), meclofenamato y aaigefenamico (Ponstel).

[0162] En algunas realizaciones, el segundo agente tdiep&s adecuado para tratar una
enfermedad autoinmune. Los ejemplos no limitantesluyen glucocorticoides, un
anticuerpo anti-CD3 como Muromonab-CD3, inhibidomss IL-2a como basiliximab
(Simulect) y daclizumab (Zenapax), inhibidores dechlcineurina como tacrolimus y
ciclosporin, sirolimus, everolimus, interferonepjaides, proteinas o anticuerpos de union

a TNF, y micofenolato.

[0163]En alguna realizaciéon, el segundo agente teraméutegs un agente
quimioterapéutico contra el cancer. Los agentemigierapéeuticos se pueden clasificar

por su mecanismo de accion en, por ejemplo, lasesites grupos:

— agentes antimetabolitos/anticancerigenos, tale® ¢osnanalogos de la pirimidina

floxuridina, capecitabina y citarabina;
— analogos de purina, antagonistas de folato e ithiibs relacionados;

— Agentes antiproliferativos/antimitéticos, que ingua productos naturales como el
alcaloide de la vinca (vinblastina, vincristina)mycrotubulos, como el taxano
(paclitaxel, docetaxel), vinblastina, nocodazol, otdpnes, vinorelbina
(NAVELBINE®) y epipodofilotoxinas (etopodsido, tertipido).

- Agentes que dafian el ADN tales como actinomicimasagrina, busulfan,
carboplatino,  clorambucil, cisplatino, ciclofosfalai (CYTOXAN®),

dactinomicina, daunorubicina, doxorubicina, epicuta, ifosfamida, melfalan,
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mercloretamina, mitomicina, mitoxantrona, nitrogayr procarbazina, taxol,

taxotero, tenipos, etopdsido Y trietilentiofosforda

antibidéticos como dactinomicina, daunorubicina, alobicina, idarubicina,

antraciclinas, mitoxantrona, bleomicinas, plicamac{mitramicina) y mitomicina;

enzimas como la L-asparaginasa que metabolizarstgitente la L-asparagina y

priva a las células que no tienen la capacidadndietizar su propia asparagina,
agentes antiplaguetarios;

agentes alquilantes antiproliferativos/antimitasicacomo la ciclofosfamida de
mostazas nitrogenadas, y analogos (melfalan, clawailn hexametilmelamina y
tiotepa), alquil nitrosoureas (carmustina) y anéfygestreptozocina y triazenos
(dacarbazina);

antimetabolitos antiproliferativos/antimitéticosalds como analogos del &cido
félico (metotrexato);

complejos de coordinacién de platino (cisplatingilaplatino y carboplatino),

procarbazina, hidroxiurea, mitotano y aminoglutéedsm

hormonas, analogos de hormonas (estrégeno, tamoxig@serelina, bicalutamida

y nilutamida) e inhibidores de la aromatasa (lettgzanastrozol);

anticoagulantes tales como heparina, sales de ihapaintéticas y otros

inhibidores de la trombina;

agentes fibrinoliticos tales como activador del spiandgeno tisular,

estreptoquinasa, uroquinasa, aspirina, dipiridatredbpidina y clopidogrel,
agentes antimigratorios;
agentes antisecretores (breveldin);

inmunosupresores tacrolimus, sirolimus, azatiopyinacofenolato;
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— compuestos (TNP-470, genisteina) e inhibidores fdetor de crecimiento
(inhibidores del factor de crecimiento endoteliaboular e inhibidores del factor

de crecimiento de fibroblastos);
— blogueadores del receptor de angiotensina, dondatégido nitrico;
— oligonucledtidos antisentido;
— anticuerpos como trastuzumab y rituximab;
— inhibidores del ciclo celular e inductores de diferiacion, como la tretinoina;

— inhibidores de la topoisomerasa (doxorubicina, dauicina, dactinomicina,
enipésido, epirubicina, etopésido, idarubicinaydtecan, mitoxantrona, topotecan,
e irinotecdn) y corticosteroides (cortisona, dexaswna, hidrocortisona,

metilprednisolona, prednisona y prednisolona)
— inhibidores de la quinasa de la sefial de traduabébfactor de crecimiento;
— inductores de disfuncién;

— toxinas como la toxina del coélera, la ricina, l@atexina de Pseudomonas, la toxina
adenilato ciclasa de Bordetella pertussis, la toxdiftéricay activadores de

caspasa,

— ycromatina.

Composiciones

[0164] La presente divulgacion también proporciona congimses farmacéuticas. Dichas
composiciones comprenden una cantidad eficaz denticuerpo y un portador aceptable.

En algunas realizaciones, la composicion incluyaras un segundo agente terapéutico.

[0165] En una realizacidon especifica, el término “farmécémente aceptable” significa
gue ha sido aprobado por una agencia reguladomgobtiedrno federal o estatal o listado en
la Farmacopea de los Estados Unidos u otra farneacgeneralmente reconocida para uso

en animales, y mas particularmente en humanos. Asleam “portador farmacéuticamente
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aceptable” generalmente sera una carga soélidasskdai o liquida no toxica, diluyente,

material de encapsulacion o formulacion auxiliacdalquier tipo.

[0166] El término “portador” se refiere a un diluyenteyadante, excipiente o vehiculo
con el que se administra el agente terapéuticthhdliportadores farmacéuticos pueden ser
liquidos estériles, tales como agua y aceitesuyecido los provenientes de petroleo, de
origen animal, vegetal o sintético, tales comotaad® mani, aceite de soja, aceite mineral,
aceite de ajonjoli y similares. El agua es un wdhipreferido cuando la composicion
farmacéutica se administra por via intravenosa. dasciones salinas y las soluciones
acuosas en dextrosa y glicerol también pueden amgglecomo vehiculos liquidos,
particularmente para soluciones inyectables. Losipeentes farmacéuticos adecuados
incluyen almidon, glucosa, lactosa, sacarosa, igalatalta, arroz, harina, caliza, gel de
silice, estearato de sodio, monoestearato de gjlicéalco, cloruro de sodio, leche
descremada seca, glicerol, propileno, glicol, agtanol y excipientes similares. La
composicion, si se desea, también puede conter@idades menores de agentes
humectantes o emulsionantes, o agentes reguladerg@$i tales como acetatos, citratos o
fosfatos. Agentes antibacteriales tales como alcdbencilico o metilparabenos;
antioxidantes tales como acido ascérbico o bisutfé sodio; agentes quelantes tales como
acido etilendiaminotetraacético; y se considerantas para el ajuste de la tonicidad tales
como cloruro de sodio o dextrosa. Estas compossiopueden tomar la forma de
soluciones, suspensiones, emulsiones, tabletakras, capsulas, polvos, formulaciones
de liberacién sostenida y similares. La composicgm puede formular como un
supositorio, con aglutinantes y vehiculos tradialea como los triglicéridos. La
formulacién oral puede incluir vehiculos estanddes como grados farmaceéuticos de
manitol, lactosa, almidon, estearato de magneaiarsa sodica, celulosa, carbonato de
magnesio, etc. Los ejemplos de vehiculos farmamsutadecuados se describen en
Remington's Pharmaceutical Sciences por E. W. Nairicorporado en este documento
por referencia. Dichas composiciones contendrancaméidad terapéuticamente efectiva
del polipéptido de unién a antigeno, preferibleraegtt forma purificada, junto con una
cantidad adecuada de vehiculo para proporciorfariza para la administracion apropiada
al paciente. La formulacion debe adecuarse al nied@administracion. La preparacion
parental puede ser en ampollas, jeringas deseshalftascos de dosis multiples de vidrio

o plastico.
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[0167] En una realizacion, la composicion se formula deeedo con procedimientos de
rutina como una composicion farmacéutica adaptada lp administracion intravenosa en
seres humanos. Tipicamente, las composiciones gdmanistracion intravenosa son
soluciones en tampon acuoso isoténico estéril. @muasea necesario, la composicion
también puede incluir un agente solubilizante yanastésico local como la lidocaina para
aliviar el dolor en el lugar de la inyeccion. Gaterente, los ingredientes se suministran
por separado o mezclados en forma de dosis unitada ejemplo, como un polvo
liofilizado seco o concentrado sin agua en un rentp herméticamente sellado, como una
ampolla o sachet que indica la cantidad de agectigoa Cuando la composicién se
administra por infusion, se puede dispensar conboitela de infusion que contiene agua
0 solucion salina de grado farmacéutico estéribr@o la composicion se administra por
inyeccién, se puede proporcionar una ampolla de &gteril para inyeccion o solucion

salina para que los ingredientes se puedan meaties de la administracion.

[0168] Los compuestos de la divulgacion pueden formuleosseo formas neutras o de sal.
Las sales farmacéuticamente aceptables incluyeiodasdas con aniones tales como las
derivadas de los &cidos clorhidrico, fosférico, tiaoé oxalico, tartarico, etc., y las
formadas con cationes tales como las derivadasso@io, potasio, amonio, calcio,
hidroxidos férricos, isopropilamina, trietilamina;etilamino etanol, histidina, procaina,

etc.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Generacién De Anticuerpos Murinos

[0169] Este ejemplo describe el proceso de preparaciéanteuerpos monoclonales de
ratbn anti-humano-GM-CSF usando la tecnologia deidima. La proteina GM-CSF
humana recombinante se us6 como antigeno. Paraagemgicuerpos monoclonales de
raton contra GM-CSF humano, se inmunizaron printiierentes cepas de ratones de 6-8
semanas, incluyendo los ratones BALB/c, C57/BL&b &n 20 pg de GM-CSF humano
recombinante. En los dias 14, 28 y 42 después geirteera inmunizacion, los ratones
inmunizados se volvieron a inmunizar con 5 pg dégdna recombinante. Para seleccionar
ratones que producen anticuerpos que se unenratédra GM-CSF, los sueros de ratones
inmunizados fueron analizados mediante ELISA. Bmex@e, las placas de

microtitulacion se recubrieron con proteina GM-Cl8fmana a 1 ug/ml en PBS, 100
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ul/pozo a temperatura ambiente (TA) durante tod#lkhe, luego se bloquearon con 100
ul/pozo de BSA al 5%. Se afiadieron diluciones dsrph de ratones inmunizados a cada
pozo y se incubaron durante 1-2 horas a temperatakaéente. Las placas se lavaron con
PBS/Tween y luego se incubaron con anticuerpo lgiiratén conjugado con Peroxidasa
de Rabano Picante (HRP por las siglas en inglédaitse Radish Peroxidase) durante 1
hora a temperatura ambiente. Después del lavasipldaas se desarrollaron con sustrato
ABTS y se analizaron con un espectrofotometro adO®nm. Los ratones con suficientes
titulos de 1gG anti-GM-CSF se reforzaron con 25 dqeg proteina GM-CSF humana
recombinante en el dia 60 posterior a la inmuniracios ratones resultantes se usaron

para las fusiones.

[0170] Los sobrenadantes de hibridoma se analizaron mdeandnar las 1IgGs anti-GM-
CSF mediante evaluacion por ELISA. Los clones priosade hibridoma positivos de
ELISA fueron seleccionados para la subclonaciotizatido un método de dilucion
limitada y se analizaron adicionalmente mediante emsayo de union de ELISA
confirmatorio fFigura 1) y un ensayo de proliferacion de TFHigura 2). Antes de la
estimulacién con GM-CSF, las células TF-1 se lavaron medio basal RPMI1640 y se
dejaron sin alimento durante toda la noche. ErieeRdse recogieron estas células y luego
se sembraron a una concentracién de 3>célilas/ml en 50 pl por pozo de una placa de

cultivo celular de 96 pozos de fondo plano.

[0171] EI GM-CSF (Genscript) recombinante humano a unaeamnacion de 0,2 ng/ml

(4X) se combind 1:1 con el sobrenadante de cultigohibridoma al 20% (4X) y se

afladieron 50 pl de la mezcla a las células TF-laldmanera que la concentracion final
para GM-CSF fue de 0.05 ng/ml y para el sobrenaddet hibridoma fue de 5%. La
proliferacion celular maxima (0% de inhibicién) sedié incubando células TF-1 a una
concentracion final de GM-CSF de 0.05 ng/ml, sinaldicion de sobrenadante de
hibridoma. El 100% de inhibicion de la proliferatide TF-1 se midié omitiendo GM-CSF
del ensayo y manteniendo las células en medio @m@gRPMI1640 solamente. Las
células TF-1 se incubaron luego durante 72 hoi@s aC. La viabilidad celular se midié

mediante el ensayo de viabilidad celular luminiseedellTiter-Glo® de acuerdo con el

protocolo del fabricante.



53

[0172] En general, hubo tres monoclones de hibridoma 23E24 y 50C5 que mostraron
una inhibicidn significativa de la proliferacion dd--1, mientras que 23F4 y 50C5 se

seleccionaron para una caracterizacién adicional.

Ejemplo 2. Unién De Los Anticuerpos Murinos A GM-C$ Humanos o Rhesus

[0173] Este ejemplo prueba la respuesta de la dosis deidm de ELISA de mAb anti-
GM-CSF de raton a la proteina recombinante GM-C&hRama o rhesus ({1g/ml a 100

ul).

[0174] La proteina GM-CSF humana recombinante o rhesuss@get) se recubrié a 1
ug/ml en PBS sobre placas de microtitulacion derghthoras a temperatura ambiente
(TA). Después del recubrimiento del antigeno, lozos se bloquearon con PBS/Tween al
0,05% (PBST) con BSA al 1% durante 1 hora a tentperambiente. Después del lavado
de los pozos con PBST, se agregaron diferentesentraciones de anticuerpos anti-GM-
CSF al pozo y se incubaron durante 1 a temperatmtziente. Para la deteccion de los
anticuerpos de union, se agregaron los anticuesg@sdarios conjugados con HRP contra
Fc de raton (Jackson Immuno Research), seguida ddition de sustratos fluorogénicos
(Roche). Entre todas las etapas de incubaciémdaes de la placa se lavaron con PBST
tres veces. La fluorescencia se midio en un letggslacas TECAN Spectrafluor.

[0175] Como se muestra en Fgura 3, ambos anticuerpos 23F4 y 50C5 mostraron una
union dependiente de la dosis al GM-CSF humanoE@50 de 11.8 ng/ml y 14.6 ng/ml
respectivamente, y rhesus GM-CSF con EC50 de 42y 21.7 ng/ml respectivamente.

Ejemplo 3. Cinética De Unién De Los Anticuerpos Munos Al GM-CSF Humano

[0176] La Figura 4 traza la cinética de unién de 23F4 y 50C5 con G3F~CGwumano
recombinante. EI GM-CSF humano recombinante seblesi@ como un analito con
concentraciones en serie (100; 50; 25; 12,5; 632ZR5 nM). El ensayo de cinética de
union del anticuerpo al antigeno se realizo utildmael sistema Biacore T200 a través de
un método de captura de anticuerpos de ratén.Gaidi- Fc de raton fue inmobilizada en
el chip del sensor CM5 segun las instruccionedatelcante. El anticuerpo de prueba fue
inyectado y capturado por la IgG anti-Fc de ratdémavilizada. Y luego se inyectaron
individualmente las concentraciones en serie diéfj@mo, y se registré el perfil de unién

para cada concentracién de analito de antigenpecttgamente. El sistema de ensayo se
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regenerd por inyeccion de 10 mM de glicina-HCL q@h 1,5 durante 30 segundos. El
tampdn de funcionamiento era HBS-EP + (10 mM HER#S$,7,4; 150 mM de NacCl,
EDTA 3 mM y P20 al 0,05%). La temperatura del enstue de 25°C, y el tiempo de

asociacion y disociacion fue de 180 y 600 segun@spectivamente.

[0177] Los datos de Biacore se ajustaron usando el sa&tdarevaluacion Biacore T200
1.0 segun el modelo de union 1: 1 para calculacdastantes de velocidad de asociacion
(ka) y disociacion (kd), asi como la constante giglibrio (KD). Ademés de l&igura 4,

algunos datos resumidos son presentados en |laisiguabla.

Muestra ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
23F4 8,723E+05 3,635E-05 4,168E-11
50C5 2,718E+06 1,204E-04 4,431E-11

Ejemplo 4. Bloqueo de La Unién De GM-CSF Al ReceptdAlfa De GM-CSF por Los

Anticuerpos Murinos

[0178] Para probar la potencia de los anticuerpos eroguib de la unién de GM-CSF a
la cadena alfa del receptor GM-CSF, la proteina dél receptor GM-CSF humano
recombinante (CD116) se recubrio a 2 pg/ml en PB®Placas de microtitulacion para
pasar la noche a 4°C. Después del recubrimientard&jeno, los pozos se blogquearon con
PBS/Tween al 0,05% (PBST) con BSA al 1% duranteota la temperatura ambiente.
Después del lavado de los pozos con PBST, se agredderentes concentraciones de
anticuerpos anti-GM-CSF al pozo en presencia deejm@ biotinilada de GM-CSF

humano (0,05 pg/ml) y se incubaron durante 1 hdéean@eratura ambiente.

[0179] Para la deteccion de la union de GM-CSF biotinilaflaeceptor revestido, se
adiciond la estreptavidina conjugada con HRP, skgude la adicidbn de sustratos
fluorogénicos (Roche). Entre todas las etapas debacion, los pozos de la placa se
lavaron con PBST tres veces. La fluorescencia skonein un lector de placas TECAN
Spectrafluor. Como se muestra en RHggura 5, ambos anticuerpos mostraron una

inhibicién dependiente de la dosis de la union e GSF al receptor alfa de GM-CSF.



55

Ejemplo 5. Bloqueo de GM-CSF por la Sefalizacion pgATt5 Inducida por

Anticuerpos Murinos

[0180] Los monocitos CD14 + se purificaron a partir de gganhumana periférica
utilizando microperlas positivas para CD14 (MilteByotec). Los monocitos purificados
fueron estimulados con GM-CSF humano (0,2 ng/mbadiie¢ 30 minutos a 37°C en
presencia de diferentes concentraciones de antic&3+4. Después de la incubacion, las
células se recogieron y se lavaron con tampén FAGS PBS + 2% FBS) y se
permealizaron con PFA al 2%, seguido de una fifac&ular utilizando metanol enfriado
con hielo. Luego, el anticuerpo anti-pSTATS5 conpimaon PE se afadio a las células para
otra incubacion de 30 minutos a 4°C y se analizdiame citometria de flujo. El % de
inhibicion se calculd mediante [1-(muestra de paudbFl/control MFI)] x 100%. La
adicion de los anticuerpos podria disminuir sigaifivamente el nivel de activacion de
pPSTATS inducida por GM-CSF en una dosis de 0,Jug/inl (Figura 6).

Ejemplo 6. Inhibicién de la Proliferacion De TF-1 Bependiente de GM-CSF por los

Anticuerpos Murinos

[0181] Antes de la estimulacion con GM-CSF, las célulasl e lavaron con medio basal
RPMI1640 y se dejaron sin alimento durante todadehe. En el dia 2, estas células se
recogieron y luego se sembraron a una concentralg x 105 células/ml en 50 pl por
pozo de una placa de cultivo celular de 96 pozo®udo plano. El GM-CSF (Genscript)
humano recombinante a una concentracion de 0,2 In@X) se mezclé 1:1 con
anticuerpos murinos anti-GM-CSF (0,01 ng/ml - 10@0ml diluidos en medio completo)
y 50 pl de la mezcla se afiadio a las células T Troliferacion celular maxima (0% de
inhibicién) se midi6 incubando células TF-1 a unaaentracion final de GM-CSF de 0,05
ng/ml, sin la adicion de anticuerpo. El 100% debididn de la proliferacion de TF-1 se
midio omitiendo GM-CSF del ensayo y manteniendocklsilas en Unicamente en medio
RPMI1640 completo. Las células TF-1 se incubaraygdudurante 72 horas a 37°C. La
viabilidad celular se midi6 mediante el Ensayo debifidad Celular Luminiscente
CellTiter-Glo® segun el protocolo del fabricantévglor de CI50 para 23F4 y 50C5 en la
inhibicion de la proliferacion de TF-1 fue de agradamente 10,9 ng/miFigura 7).
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Ejemplo 7. Humanizacion de los Anticuerpos Murinos

[0182] Los genes de la region variable de los anticuenpasnos se emplearon para crear
MAb humanizados. En el primer paso de este prosa@ompararon las secuencias de
aminoacidos de VH y VK de los anticuerpos con Isebde datos disponible de secuencias
del gen Ig humano para encontrar las secuenciastigas de Ig de la linea germinal

humana mas adecuadas.

[0183] Se disefiaron las secuencias de dominio variablehzadas, donde la CDR1, 2 y

3 de las cadenas pesada y liviana del anticuerfpgjes¢éaron en secuencias marco de los
genes de Ig humanos. Luego se generé un modeloaBD determinar si habia alguna
posiciéon de marco donde al reemplazar el aminoatétioaton por el aminoacido humano
(mutaciones secundarias) podria afectar la uni@n |g/ conformacion de CDR. Las
secuencias relevantes y las mutaciones anterieresusstran en las tablas presentadas a

continuacion.

Secuencias CDR de 23F4 VH

CDR1 SHYLH (ID de SEC.1)
CDR2 WIFPGDDKTKYNEKFKG (ID de SEC.2)
CDR3 GTKYLNWNFDV (ID de SEC.3)

Secuencias CDR de 23F4 VL

CDR1 KANQNVGTTLA (ID de SEC.4)
CDR2 SASYRYS (ID de SEC.5)
CDR3 HQYTTYPLT (ID de SEC.6)

Disefio de humanizacion para 23F4

Disefio VH I: VH1-f/JH6

Modelo Mutacién

23F4 VH Quimera

23F4VH.1 CDR-injertado, Q1E, T98R

23F4 VH.1a Basada en 23F4 VH.1, A72S

23F4 VH.1b Basada en 23F4VH.1, A72S, V68A

23F4 VH.1c Basada en 23F4VH.1, A72S, V68A, I70L, M48I
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23F4 VH.1d Basada en 23F4VH.1, A72S, V68A, I70L, M48I, G26D, F29L

Disefio VH II: VH1-f/JH6

23F4 VH.2 CDR-injertado, Q1E

23F4 VH.2a Basada en 23F4 VH.2, R72S

23F4 VH.2b Basada en 23F4 VH.2, R72S, M70L

23F4 VH.2c Basada en 23F4 VH.2, R72S, M70L, M48I, V68A

23F4 VH.2d Basada en 23F4 VH.2, R72S, M70L, M48I, V68A, G26D, F29L
Disefio VK: L8/Jk4

Modelo Mutacién

23F4Vk Quimera

23F4 Vk.1 CDR-injertado

23F4 Vk.1a Basada en 23F4 Vk.1, L46A

23F4 Vk.1b Basada en 23F4 Vk.1, L46A, S60D, E70D

23F4 Vk.1c Basada en 23F4 Vk.1, L46A, S60D, E70D, A43S, YS7F

[0184] Las secuencias de aminoacidos y nucleétidos denadgule los anticuerpos
humanizados 23F4 se enumeran en la tabla presemtadinuacion.

Secuencias de anticuerpos humanizados (los residao€DR estan subrayados y las

mutaciones secundarias estan indicadas dentro sledaillas)

23F4 VH QVQL QRSGPEL VKPGTSMKI SCKTSDYTL TSHYL HVWKQRPGQGLEW G\
| FPGDDKTKYNEKFKGKATL TSDKTSNTAYMQLSSL TSEESAVYFCARGT ID de SEC.7
KYLNWKFDW\GTGTTVTVSS

23F4 VH.1 [EVQLVQSGAEVKKPGATVKI SCKVSGYTFTSHYL HVWQQAPGKGLEWWGW
| FPGDDKTKYNEKFKGRVTI TADTSTDTAYMEL SSLRSEDTAVYYCARGT ID de SEC.8
KYLNWNFDVW\GQGTTVTVSS

23F4VH.1a | [EVQLVQSGAEVKKPGATVKI SCKVSGYTFTSHYL HWQQAPGKGL EVWIBW
| FPGDDKTKYNEKFKGRVTI T|DTSTDTAYMEL SSLRSEDTAVYYCARGT ID de SEC.9
KYLNWNFDVW\GQGTTVTVSS

23F4VH.1b | [EVQLVQSGAEVKKPGATVKI SCKVSGYTFTSHYL HVWQQAPGKGL EVWGBW
| FPGDDKTKYNEKFKGRATL TISDTSTDTAYMEL SSLRSEDTAVYYCARGT ID de SEC.10
KYLNWNFDVW\GQGTTVTVSS

23F4VH.1c | [EVQLVQSGAEVKKPGATVKI SCKVSGYTFTSHYLHWQQAPGKGLEW [GW
| FPGDDKTKYNEKFKGRATIL|TISDTSTDTAYMEL SSLRSEDTAVYYCARGT ID de SEC.11
KYLNWNFDVWGQGTTVTVSS

23F4VH.1d | [EVQLVQSGAEVKKPGATVKI SCKVSOYTLTSHYL HWQQAPGKGL EWI [GW
| FPGDDKTKYNEKFKGRATILTISDTSTDTAYMEL SSLRSEDTAVYYCARGT ID de SEC.12
KYLNWNFDVWGQGTTVTVSS
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23F4 VH.2 [EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSHYL HVWRQAPGQGL EVIWGW
| FPGDDKTKYNEKFKGRVTMIRDTSI STAYMEL SRLRSDDTAVYYCARGT ID de SEC.13
KYLNWNFDVWAGQGTTVTVSS

23F4VH.2a | [EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSHYL HVWRQAPGQGL EVWIGW
| FPGDDKTKYNEKFKGRVTMISDTSI STAYMEL SRLRSDDTAVYYCARGT ID de SEC.14
KYLNWNFDVWAGQGTTVTVSS

23F4VH.2b | [EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSHYL HVWRQAPGQGL EVWIGW
| FPGDDKTKYNEKFKGRVTIL|TISDTSI STAYMEL SRLRSDDTAVYYCARGT ID de SEC.15
KYLNWNFDVWAGQGTTVTVSS

23F4VH.2c | [EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTSHYL HW/RQAPGQGLEW [GW
| FPGDDKTKYNEKFKGRATILITISDTSI STAYMEL SRLRSDDTAVYYCARGT ID de SEC.16
KYLNWNFDVWAGQGTTVTVSS

23F4VH.2d | [EVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASDYTLTSHYL HWRQAPGQGL EVI [GW
| FPGDDKTKYNEKFKGRATILITISDTSI STAYMEL SRLRSDDTAVYYCARGT ID de SEC.17
KYLNWNFDVWAGQGTTVTVSS

23E4Vk DI VL TQPQKFL STSVGDRVSVTCKANQNVGT TLAWYQQKPGQSPKAL| YS
ASYRYSGVPDRFTGSGSGTDFTLTI SN\VQSEDLAEYFCHQYTTYPLTFGG ID de SEC.18
GTKLEI K

23F4 Vk.1 DI QL TQSPSFLSASVGDRVTI TCKANQNVGT TLAWYQQKPGKAPKLLI YS
ASYRYSGVPSRFSGSGSGTEFTLTI SSLQPEDFATYYCHQYTTYPLTFGG ID de SEC.19
GTKVEI K

23F4Vk.1la | DI QLTQSPSFLSASVGDRVTI TCKANQNVGT TLAWYQQKPGKAPKALI YS
ASYRYSGVPSRFSGSGSGTEFTLTI SSLQPEDFATYYCHQYTTYPLTFGG ID de SEC.20
GTKVEI K

23F4 Vk.1b | DI QLTQSPSFLSASVGDRVTI TCKANQNVGT TLAWQQKPGKAPKALI YS
ASYRYSGVPDRFSGSGSGTOFTLTI SSLQPEDFATYYCHQYTTYPLTFGG ID de SEC.21
GTKVEI K

23F4 Vk.1c DI QLTQSPSFLSASVGDRVTI TCKANQNVGTTLAWYQOKPGKSPKALI YS
ASYRYSGVPORFSGSGSGTOFTLTI SSLQPEDFATYFCHQYTTYPLTFGG ID de SEC.22
GTKVEI K

Combinacién de VH/VK para el Anticuerpo de Humaniaa 23F4
Vk 23F4 Vk.1 23F4 Vk.1a 23F4Vk.1b | 23F4Vk.1c | 23F4 Vk

VH

23F4 VH.1 Hu23F4-1 Hu23F4-2 Hu23F4-3 Hu23F4-4

23F4 VH.1a Hu23F4-5 Hu23F4-6 Hu23F4-7 Hu23F4-8

23F4 VH.1b Hu23F4-9 Hu23F4-10 Hu23F4-11 | Hu23F4-12

23F4 VH.1c Hu23F4-13 Hu23F4-14 Hu23F4-15 | Hu23F4-16

23F4 VH.1d Hu23F4-17 Hu23F4-18 Hu23F4-19

23F4 VH.2 Hu23F4-20 Hu23F4-21 Hu23F4-22 | Hu23F4-23

23F4 VH.2a Hu23F4-24 Hu23F4-25 Hu23F4-26 | Hu23F4-27

23F4 VH.2b Hu23F4-28 Hu23F4-29 Hu23F4-30 | Hu23F4-31

23F4 VH.2c Hu23F4-32 Hu23F4-33 Hu23F4-34 | Hu23F4-35

23F4 VH.2d Hu23F4-36 Hu23F4-37 Hu23F4-38

23F4 VH 23F4 quimera
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Secuencias CDR de 50C5 VH

CDR1 PYSIH (ID de SEC.23)
CDR2 YINPSTGYIEYNQHFKD (ID de SEC.24)
CDR3 GGDYEGYFDY (ID de SEC.25)

Secuencias CDR de 50C5 VL

CDR1 RLNENIYSFLA (ID de SEC.26)
CDR2 NAETLAE (ID de SEC.27)
CDR3 QQHYGTPYT (ID de SEC.28)

Disefio de humanizacion para 50C5

Disefio VH I: VH1-69/JH6

Modelo Mutacidn

50C5 VH Quimera

50C5 VH.1 CDR-injertado, Q1E

50C5 VH.1a Basada en 50C5 VH.1, S84R

50C5 VH.1b Basada en 50C5 VH.1, S84R, G27Y, T28lI

50C5 VH.1c Basada en 50C5 VH.1, S84R, G27Y, T28I, M48I

50C5 VH.1d Basada en 50C5 VH.1, S84R, G27Y, T28I, M48l, V68T, 170L

50C5 VH.1le Basada en 50C5 VH.1, S84R, G27Y, T28I, M48I, V68T, I70L, S30T

Disefio VK: 012/Jk4

Modelo Mutacion

50C5Vk Quimera

50C5 Vk.1 CDR-injertado

50C5 Vk.1a Basada en 50C5 Vk.1, 148V

50C5 Vk.1b Basada en 50C5 Vk.1, 148V, G57D

50C5 Vk.1c Basada en 50C5 Vk.1, 148V, G57D, D70Q

50C5 Vk.1d Basada en 50C5 Vk.1, 148V, G57D, D70Q, A43S

Secuencias de anticuerpos humanizados (los resideo€DR estan subrayados y las

mutaciones secundarias estan indicadas dentro sledaillas)

QVQLQRSAAEL VRPGASVKMBCKASGYI FTPYSI HW KQRPGQGLEW GY
50C5 VH | NPSTGYI EYNQHFKDRTTL TADKSSSTAYMQLRSL TSEDSAVYYCARGG ID de SEC.29
DYEGYFDYWGQGT TLTVSS

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSPYS| HWRQAPGQGLEVWWGY
50C5 VH.1 I NPSTGYI EYNGHFKDRVTI TADKSTSTAYNVEL SSLRSEDTAVYYCARGG ID de SEC.30
DYEGYFDYWGQGT TVTVSS
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50C5 VH.1a

EVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSPYS| HWRQAPGQGL EVWWGY
I NPSTGYI EYNGHFKDRVTI TADKSTSTAYMEL[RSLRSEDTAVYYCARGG
DYEGYFDYWGQGT TVTVSS

ID de SEC.31

50C5 VH.1b

[EVQL VQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYI JFSPYSI HWRQAPGQGL EVWWGY
| NPSTGYI EYNQHFKDRVTI TADKSTSTAYMEL[RSLRSEDTAVYYCARGG
DYEGYFDYWGQGTTVTVSS

ID de SEC.32

50C5 VH.1c

[EVQL VQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGY! [FSPYSI HWRQAPGQGLEW |GY
| NPSTGYI EYNQHFKDRVTI TADKSTSTAYNELRSLRSEDTAVYYCARGG
DYEGYFDYWGQGTTVTVSS

ID de SEC.33

50C5 VH.1d

[EVQL VQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGY! [FSPYSI HWRQAPGQGLEW |GY
| NPSTGYI EYNQHFKDRTITIL|TADKSTSTAYMEL[RSL RSEDTAVYYCARGG
DYEGYFDYWGQGTTVTVSS

ID de SEC.34

50C5 VH.1e

[EVQL VQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGY! [FTIPYSI HWRQAPGQGLEW |GY
| NPSTGYI EYNQHFKDRTITIL|TADKSTSTAYMEL[RSL RSEDTAVYYCARGG
DYEGYFDYWBQGTTVTVSS

ID de SEC.35

50C5 Vk

DI QUTQSPDSL SASVGETVTI TCRLNENI YSFLAWQQRQGKSPQLLVYNA
ETLAEDVPSRFSGSGSGTQFSLKT SSLQTDDFGT YYCQQHYGTPYTFGGGT
NLEI E

ID de SEC.36

50C5 Vk.1

DI QUTQSPSSLSASVGDRVTI TCRLNENI YSFLAWYQOKPGKAPKLLI YNA
ETLAEGVPSRFSGSGSGIDFTLTI SSLQPEDFATYYCQHYGTPYTFGGGT
KVEI K

ID de SEC.37

50C5 Vk.1a

DI QUTQSPSSL SASVGDRVTI TCRLNENI YSFLAWQRKPGKAPKLLMYNA
ETLAEGVPSRFSGSGSGTDFTLTI SSLQPEDFATYYOQQHYGTPYTFGGGT
KVEI K

ID de SEC.38

50C5 Vk.1b

DI QMTQSPSSLSASVGDRVTI TCRLNENI YSFL AW QQKPGKAPKL LYN_A

ETLAQEVPSRFSGSGSGT DFTLTI SSLQPEDFATYYCQQHYGTPYTFGGGT
KVEI K

ID de SEC.39

50C5 Vk.1c

DI QMTQSPSSLSASVGDRVTI TCRLNEN YSFL AW QQKPGKAPKL LYN_A

ETLAQEVPSRFSGSGSGT@FTLTI SSLQPEDFATYYCQHYGTPYTFGGGT
KVEI K

ID de SEC.40

50C5 Vk.1d

DI QUTQSPSSL SASVGDRVTI TCRLNENI YSFLAWQRKPGSPKLLMYNA

ETLAQEVPSRFSGSGSGT@FTLTI SSLQPEDFATYYCQHYGTPYTFGGGT
KVEI K

ID de SEC.41

Combinacién de VH/VK para el Anticuerpo de Humaniaa 50C5

Vk 50C5 Vk.1 50C5 Vk.1a 50C5 Vk.1b 50C5 Vk.1c 50C5 Vk.1d 50C5 Vk
VH
50C5 VH.1
50C5 VH.1a Hu50C5-1 Hu50C5-2 Hu50C5-3 Hu50C5-4 Hu50C5-5
50C5 VH.1b Hu50C5-6 Hu50C5-7 Hu50C5-8 Hu50C5-9 Hu50C5-10
50C5 VH.1c Hu50C5-11 Hu50C5-12 Hu50C5-13 Hu50C5-14 Hu50C5-15
50C5 VH.1d Hu50C5-16 Hu50C5-17 Hu50C5-18 Hu50C5-19 Hu50C5-20
50C5 VH.1e Hu50C5-21 Hu50C5-22 Hu50C5-23 Hu50C5-24
50C5 VH 50C5 quimera
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Ejemplo 8. Unién de Anticuerpos Humanizados a GM-CBE humano

[0185] Las variantes humanizadas se ensayaron para dedertai union a GM-CSF
humano recombinante como se describié previamdrgeproteina GM-CSF humana
recombinante (Genscript) se recubrié a 1 pg/ml BS Rn placas de microtitulacion
durante 2 horas a temperatura ambiente (TA). Dasgeiérecubrimiento del antigeno, los
pozos se bloquearon con PBS/Tween al 0,05% (PB&T)BSA al 1% durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después del lavado de lasspmon PBST, se agregaron diferentes
concentraciones de anticuerpos humanizados ant@SM-al pozo y se incubaron durante

1 hora a temperatura ambiente.

[0186] Para la deteccion de los anticuerpos de unidn, gsegaron los anticuerpos
secundarios conjugados con HRP contra Fc de rdamkgon Immuno Research), seguido
de la adicion de sustratos fluorogénicos (RochereBodas las etapas de incubacion, los
pozos de la placa se lavaron con PBST tres vee@eflutrescencia se midié en un lector
de placas TECAN Spectrafluor. Como se muestra efigara 8, todas las variantes
humanizadas demostraron una potencia de uniénasiciintra el GM-CSF humano en

comparacion con el anticuerpo quimerico.

Ejemplo 9. Cinética de Union de Anticuerpos Humaniados

[0187] La cinética de union de los anticuerpos humanizag®snedida por Biacore como
se describio anteriormente. EI GM-CSF humano recoamne se estableci6 como un
analito con concentraciones en serie (100; 50;12%; 6,25; 3,125 nM). El ensayo de
cinética de union del anticuerpo al antigeno skzieatilizando el sistema Biacore T200 a
través de un enfoque de captura de anticuerposrusnda IgG Fc anti-humana se
inmovilizd en un chip sensor CM5 segun las instirees del fabricante. El anticuerpo de
prueba fue inyectado y capturado por la IgG Fc-lamthnana inmovilizada. Luego se
inyectaron individualmente las concentracionesegie slel antigeno, y se registro el perfil

de unién para cada concentracion de analito dgeartj respectivamente.

[0188] El sistema de ensayo se regeneré mediante inyedeidblicina-HCI 10 mM con
un pH de 1,5 durante 30 segundos. El tampo6n dedinamiento era HBS-EP + (HEPES
10 mM, pH 7,4, 150 mM NaCl, EDTA 3 mM y P20 al ®0p La temperatura del ensayo

fue de 25°C, y el tiempo de asociacion y disociacide de 180 y 600 segundos,
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respectivamente. Los datos de Biacore se ajusiaitirando el software de evaluacion
Biacore T200 1.0 de acuerdo con el modelo de uhidrpara calcular las constantes de
velocidad de asociacion (ka) y disociacion (kdj,casno la constante de equilibrio (KD).
Como se muestra en las tablas presentadas a @mifinude 23F4, Hu23F4-13, Hu23F4-
27 y Hu23F4-36 demostraron la afinidad de unién fu&ste en comparacion con el
anticuerpo quimeérico; de 50C5, Hu50C5-8, Hu50C5-HU50C5-18, Hu50C5-19,
Hu50C5-21 y Hu50C5-23 demostraron la afinidad dérumas fuerte en comparacion

con el anticuerpo quimérico.

Antigeno Anticuerpo ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
3523-Hu23F4-5 1,188E+6 1,239E-4 1,043E-10
3523-Hu23F4 -6 8,76SE+S 1,353E-4 1,544E-10
3523-Hu23F4-13 1,279E+6 1,195E-4 9,349E-11
3523-Hu23F4-20 8,007E+5 1,137E-4 1,420E-10

GM-CSE 3523-Hu23 F4-23 8,994E+5 1,164E-4 1,295E-10
3523-Hu23 F4-25 6,354E+5 1,091E-4 1,718E-10
3523-Hu23F4-27 9,232E+45 9,461E-5 1,025E-10
3523-Hu23F4-29 6,673E+S 1,013E-4 1,518E-10
3523-Hu23F4-36 1,271E+6 1,026E-4 8,070E-11
3523-Hu23F4-quimera 1,229E+6 3,873E-5 3,150E-11

Antigeno Anticuerpo ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M)
35230Hu50C5-6 4,418E+6 1,375E-4 3,112E-11
35230Hu50C5-8 4,911E+6 1,386E-4 2,822E-11
35230Hu50C5-11 4,368E+6 1,363E-4 3,121E-11
35230Hu50C5-17 4,466E+6 1,112E-4 2,491E-11

GM-CSF 35230Hu50C5-19 4,724E+6 1,089E-4 2,306E-11
35230Hu50C5-19 4,622E+6 1,061E-4 2,295E-11
35230Hu50C5-21 4,592E+6 1,082E-4 2,356E-11
35230Hu50C5-23 4,535E+6 1,251E-4 2,760E-11
35230Hu50C5-quimera | 4,433E+6 1,419E-4 3,202E-11

Ejemplo 10. Inhibicién de la Proliferacion de TF-1por Anticuerpos Humanizados

[0189] Antes de la estimulacion con GM-CSF, las célulasl ®e lavaron con medio basal
RPMI1640 y se dejarosin alimentodurante toda la noche. En el dia 2, estas célelas s
recogieron y luego se sembraron a una concentra@@ x 105 células/ml en 50 ul por
pozo de una placa de cultivo celular de 96 pozo®@o plano. EI GM-CSF (Genscript)
humano recombinante a una concentracion de 0,2 In@X) se mezcldo 1:1 con

anticuerpos anti-GM-CSF humanizados (0,01 ng/ml0©01 ng/ml diluidos en medio
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completo) y 50 pl de la mezcla se afiadié a laslagliF-1. La proliferacion celular
maxima (0% de inhibicion) se midié incubando c&ul&-1 a una concentracion final de
GM-CSF de 0,05 ng/ml, sin la adicion de anticuergb.100% de inhibicion de la
proliferacion de TF-1 se midi6 omitiendo GM-CSF dekayo y manteniendo las células
solo en medio completo RPMI1640. Las células Tlke-insubaron luego durante 72 horas
a 37°C. La viabilidad celular se midi6 mediante esisayo de viabilidad celular
luminiscente CellTiter-Glo® segun con el protocdie fabricante. Entre los anticuerpos
humanizados de 23F4 probados, Hu23F4-13, Hu23F¢-2u23F4-36 mostraron la
inhibicion mas fuerte con una CI50 de 4,95 ng/m|953 ng/ml y 3,30 ng/ml,
respectivamente Fgura 9). Entre los anticuerpos humanizados de 50C5 poshad

Hu50C5-23 mostro la inhibicion mas fuerte con ub@de 14,31 ng/miKigura 9).

Nombre del Anticuerpo | CI50 para proliferacion de TF-1
Hu23F4-quimera 8,55 ng/ml
Hu23F4-5 15,58 ng/ml
Hu23F4-6 7,87 ng/ml
Hu23F4-13 4,95 ng/ml
Hu23F4-20 8,77 ng/ml
Hu23F4-23 9,08 ng/ml
Hu23F4-25 12,22 ng/ml
Hu23F4-27 3,95 ng/ml
Hu23F4-29 27,44 ng/ml
Hu23F4-36 3,30 ng/ml

Nombre del Anticuerpo | CI50 para proliferacion de TF-1
Hu50C5-quimera 86,47 ng/ml
Hu50C5-6 23,93 ng/ml
Hu50C5-8 45,90 ng/ml
Hu50C5-11 111,1 ng/ml
Hu50C5-17 22,06 ng/ml
Hu50C5-18 41,27 ng/ml
Hu50C5-19 16,99 ng/ml
Hu50C5-21 21,64 ng/ml
Hu50C5-23 14,31 ng/ml

Ejemplo 11. Bloqueo de la Sefializacién de pSTATS5 péAnticuerpos Humanizados

[0190] Los monocitos CD14+ se purificaron a partir de sanbumana periférica

utilizando microperlas positivas CD14 (Miltenyi Bég). Los monocitos purificados se
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estimularon con GM-CSF humano (0,2 ng/ml) dura®entutos a 37°C en presencia de
diferentes concentraciones de anticuerpos humarszddespués de la incubacion, las
células se recogieron y se lavaron con tampon FADS PBS+ 2% FBS) y se
permealizaron con PFA al 2%, seguido de fijacidnlae utilizando metanol enfriado con
hielo. Luego, el anticuerpo anti-pSTAT5 conjugadm E se afadidé a las células para
otra incubacion de 30 minutos a 4°C y se analizdianée citometria de flujo. El % de
inhibicion se calculd mediante [1-(muestra de paudbFl/control MFI)] x 100%. La
adicion de Hu23F4-13, Hu23F4-27, Hu23F4-36, Hu50C5y Hu50C5-23 podria
disminuir significativamente el nivel de activacida pSTATS5 inducida por GM-CSF en
una dosis de 0,1 o 1 pg/niigura 10).

Ejemplo 12. Union de Anticuerpos Humanizados al GMESF Rhesus

[0191] La proteina GM-CSF rhesus recombinante (Genscsgtjecubrio a 1 pg/ml en
PBS sobre placas de microtitulacion durante 2 haragemperatura ambiente (TA).
Después del recubrimiento del antigeno, los poeddasjuearon con PBS/Tween al 0,05%
(PBST) con BSA al 1% durante 1 hora a temperatoniaiente. Después del lavado de los
pozos con PBST, se agregaron diferentes concemtexcide anticuerpos anti-GM-CSF
humanizados al pozo y se incubaron durante 1 hom@mg@eratura ambiente. Para la
deteccién de los anticuerpos de union, se agreg&wenanticuerpos secundarios
conjugados con HRP contra Fc de raton (Jackson trarResearch), seguido de la adicion
de sustratos fluorogénicos (Roche). Entre todagti#sas de incubacion, los pozos de la
placa se lavaron con PBST tres veces. La fluoreszese midié en un lector de placas
TECAN Spectrafluor. Como se muestra enHgura 11, Hu23F4-13, Hu23F4-27 y
Hu23F4-36 mostraron una union dependiente de ls @ébshesus GM-CSF con un EC50
de 7,44 ng/ml, 6,25 ng/ml y 7,75 ng/ml, respectigate; Hu50C5-17 y Hu50C5-23
mostraron una unién dependiente de la dosis alush€&M-CSF con un EC50 de 18,86
ng/mly 21,63 ng/ml, respectivamente.

Nombre del Anticuerpo | EC50 para la unién rhesus GM-CSF
Hu23F4-13 7,44 ng/ml

Hu23F4-27 6,25 ng/ml

Hu23F4-36 7,75 ng/ml

Hu50C5-17 18,86 ng/ml

Hu50C5-23 21,63 ng/ml
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Ejemplo 13. Farmacocinética de Hu23F4-27 en Mono @gmolgus

[0192] A partir de los resultados anteriores de los ersai@ bioactividad in vitro, se
selecciond Hu23F4-27 para determinar las propiedademacocinéticas en monos
cynomolgus que no se habian sometido a ningumtratéo antes. El anticuerpo Hu23F4-
27 se administré6 mediante inyeccién de bolo intnaga al mono cynomolgus a diferentes
dosis de 0,4 mg/kg, 2 mg/kg y 10 mg/kg, respecter Las muestras de plasma se
recogieron en puntos de tiempo seleccionados B8sigas después de la dosificacion, y la
concentracion de la proteina respectiva se detérmmediante ELISA. Los parametros
farmacocinéticos se calcularon luego utilizando enfoque no compartimental con

WinNonlin (Certara, CA) y se muestran a continua@a laFigura 12.

Grupo (n=2) | Ty, (h) Cmax (Mg/ml) | AUC, AUC; CL (ml/hr/kg)
(dia*pg/ml) | (dia*pg/ml)
10 mg/kg 121,4+11,4 432,2+31,7 1254,5+38,3 | 1276,1+48,6 | 0,327+0,012
2 mg/kg 220,7+94,8 74,183 280,3+46,3 311,4+76,6 0,276+0,068
0,4 mg/kg 178,2+4,8 11,1+4,6 49,4+1,9 52,9+1,7 0,315+0,010
* * *

[0193] La presente divulgacion no debe estar limitadauealgance por las realizaciones

especificas descritas anteriormente, que pretesderilustraciones Unicas de aspectos
individuales de la divulgacién. Cualquier compasicb método que sea funcionalmente
equivalente esta dentro del alcance de esta disidlyaSera evidente para los expertos
versados en la materia que se pueden realizarsdivenodificaciones y variaciones en los
métodos y composiciones de la presente divulgasiGrgpartarse del espiritu o alcance de
la misma. Por lo tanto, se pretende que la prestwitdgacion cubra las modificaciones y

variaciones de ésta, siempre que estén dentrdadeica de las reivindicaciones adjuntas y

sus equivalentes.

[0194] Todas las publicaciones y solicitudes de patentecioradas en esta descripcion se
incorporan aqui como referencia, en la misma megliga si cada publicacién individual o
solicitud de patente estuviera especificamente dividualmente indicada para ser

incorporada como referencia.



