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DESCRIPCION
Anticuerpos contra el factor de crecimiento nervioso (NGF) con estabilidad in vivo mejorada

Antecedentes de la invencién

[0001] El factor de crecimiento nervioso (NGF) es una proteina secretada que fue descubierta hace 50 afios
como una molécula que promueve la supervivencia y diferenciacién de las neuronas sensoriales y simpaticas. La
cadena beta del NGF es responsable en exclusiva de la actividad de estimulacién del crecimiento nervioso del NGF.
La cadena beta se homodimeriza y se incorpora en un complejo proteinico mayor. EIl NGF es un miembro de una
familia de factores neurotréficos conocidos como neurotrofinas. EI NGF se une con alta afinidad a un receptor de
tropomiosina-cinasa conocido como TrkA. El NGF es también capaz de unirse a un receptor conocido como p75NTR,
un miembro de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral, que también interacciona con otras
neurotrofinas. La estructura y funciéon del NGF es revisada, por ejemplo, en Sofroniew, M.V. y col. (2001) Annu. Rev.
Neurosci. 24: 1217-1281; Weismann, C. y de Vos, A.M. (2001) Cell. Mol. Life Sci. 58: 748-759; Fahnestock, M.
(1991) Curr. Top. Microbiol. Immunol. 165: 1-26.

[0002] Aunque el NGF se identifico originalmente por su capacidad para promover la supervivencia y
diferenciacion de las neuronas, existe una evidencia creciente que indica que estos efectos en el desarrollo son sélo
un aspecto de la biologia del NGF. En particular, el NGF se ha relacionado con la transmisién y el mantenimiento de
dolor cronico o persistente. Por ejemplo, se ha demostrado que la administracion local y sistémica de NGF provoca
hiperalgesia y alodinia (Lewin, G.R. y col. (1994) Eur. J. Neurosci. 6: 1903-1912). La infusion intravenosa de NGF en
seres humanos produce una mialgia en todo el cuerpo mientras que la administracion local evoca hiperalgesia y
alodinia en el sitio de inyeccion ademas de los efectos sistémicos (Apfel, S.C. y col. (1998) Neurology 51: 695-702).
Ademas, en algunas formas de cancer, el exceso de NGF facilita el crecimiento e infiltracion de las fibras nerviosas
con induccién de dolor por cancer (Zhu, Z. y col. (1999) J. Clin. Oncol. 17: 241-228).

[0003] La intervencion del NGF en el dolor crénico ha conducido a un interés considerable en los enfoques
terapéuticos basados en la inhibicidon de los efectos del NGF (véase por ejemplo, Saragovi, H.U. y Gehring, K. (2000)
Trends Pharmacol. Sci. 21: 93-98). Por ejemplo, se usé una forma soluble del receptor TrkA para bloquear la
actividad del NGF, lo que segun se demostré reduce significativamente la formacién de neuromas, responsables de
dolor neuropatico, sin dafiar los cuerpos celulares de las neuronas lesionadas (Kryger, G.S. y col. (2001) J. Hand
Surg. (Am.) 26: 635-644).

[0004] Otro enfoque para neutralizar la actividad del NGF consiste en el uso de anticuerpos anti-NGF,
anticuerpos de los se han descrito algunos ejemplos (véase por ejemplo, las publicaciones PCT n® WO-2001/78.698,
WO-2001/64.247, WO-2002/096.458, WO-2004/032.870, WO-2005/061.540, WO-2006/131.951, WO-2006/110.883,
la patente de EE.UU. n° 7.449.616; las publicaciones de EE.UU. n°® US-2005/0.074.821, US-2008/0.033.157, US-
2008/0.182.978 y US-2009/0.041.717). En modelos de animales de dolor neuropatico (por ejemplo, ligadura del
nervio raquideo o del tronco del nervio) la inyeccién sistémica de anticuerpos de neutralizacién para NGF previene la
alodinia y la hiperalgesia (Ramer, M.S. y Bisby, M.A. (1999) Eur. J. Neurosci. 11: 837-846; Ro, L.S. y col. (1999) Pain
79: 265-274). Ademas, el tratamiento con un anticuerpo anti-NGF de neutralizacion produce una reduccion
significativa del dolor en un modelo de dolor de cancer murino (Sevcik, M.A. y col. (2005) Pain 115: 128-141).

[0005] El documento WO-2009/023.540 describe anticuerpos humanos para factor de crecimiento nervioso
humano.

[0006] El documento WO-2006/131.951 describe moléculas que son capaces de inhibir la unién entre el NGF
y el receptor TrkA como analgésico con efecto prolongado.

[0007] Asi, a la vista de lo anterior, son deseables antagonistas de NGF adicionales.

Resumen de la invencién

[0008] La presente invencién proporciona anticuerpos anti-NGF tal como se define en las reivindicaciones
que muestran estabilidad in vivo mejorada. En particular, la invencion proporciona un anticuerpo anti-NGF que
comprende una region constante de IgG4 humana, en el que la regién constante de IgG4 humana comprende una
mutacion de regién bisagra tal como se define en las reivindicaciones y en el que el anticuerpo muestra una larga
semivida de eliminacién terminal, por ejemplo una semivida de eliminacién terminal en un mono cynomolgus de al
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menos 15 dias y normalmente en el intervalo de aproximadamente 15 a aproximadamente 22 dias (o un intervalo de
15 dias a 22 dias), 0 en un intervalo de aproximadamente 15 dias a 28 dias (0 en un intervalo de 15 dias a 28 dias),
0 en un intervalo de aproximadamente 21 dias a aproximadamente 28 dias (0 en un intervalo de 21 dias a 28 dias).
Este anticuerpo anti-NGF estabilizado (anticuerpo estabilizado en bisagra) también muestra una semivida de
eliminacion terminal en ratas de al menos 8 dias, normalmente en el intervalo de aproximadamente 8 a
aproximadamente 9 dias (o en el intervalo de 8 a 9 dias). En otras realizaciones mas, el anticuerpo anti-NGF
estabilizado (anticuerpo estabilizado en bisagra) puede mostrar una semivida de eliminacién terminal media en seres
humanos de al menos 10-30 dias, o al menos 10 dias, al menos 15 dias, al menos 20 dias, al menos 25 dias, al
menos 30 dias o en un intervalo de aproximadamente 10 dias a aproximadamente 40 dias o en un intervalo de
aproximadamente 15 dias a aproximadamente 30 dias (o0 en un intervalo de 10 a 40 dias o en un intervalo de 15 a
30 dias). En otras realizaciones mas, el anticuerpo anti-NGF estabilizado (anticuerpo estabilizado en bisagra) puede
mostrar una semivida farmacoldgica media en seres humanos de al menos 30 dias, o al menos 35 dias, o al menos
40 dias, o0 en un intervalo de al menos cuatro a seis semanas (0 en un intervalo de cuatro a seis semanas), 0 en un
intervalo de al menos cuatro a siete semanas (0 en un intervalo de cuatro a siete semanas) o en un intervalo de al
menos cuatro a ocho semanas (o en un intervalo de cuatro a ocho semanas).

[0009] La mutacion en la region constante de IgG4 es una mutacion de regién bisagra. La mutacién de region
bisagra en la regién constante de IgG4 comprende la mutaciéon de la serina en la posicion de aminoacido
correspondiente a la posicién de aminoacido 108 de SEQ ID NO: 9 (que muestra la secuencia de aminoacidos
natural de la regién constante de IgG4 humana). En consecuencia, el anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso
(NGF) tiene una regién constante de IgG4 humana, conteniendo dicha regiéon constante de IgG4 humana una
mutacion de region bisagra que comprende la mutacion de serina en la posicion de aminoacido correspondiente a la
posicion de aminoacido 108 de SEQ ID NO: 9. La serina en la posicion de aminoacido correspondiente a la posicion
de aminoacido 108 de SEQ ID NO: 9 se muta a prolina. La region constante de IgG4 humana del anticuerpo anti-
NGF comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En la presente memoria descriptiva se describen
otras mutaciones de estabilizacion de la IgG4.

[0010] Un anticuerpo anti-NGF preferido de la invencién es el anticuerpo PG110, la secuencia de
aminoacidos de cadena pesada que se muestra en SEQ ID NO: 13 y la secuencia de aminoacidos de cadena ligera
que se muestra en SEQ ID NO: 16. En consecuencia, la invencién proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se
define en las reivindicaciones que comprende una regiéon constante de 1gG4 humana, en la que el anticuerpo
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13 y una cadena ligera
gue comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16. La memoria descriptiva describe un anticuerpo
anti-NGF que comprende una region constante de IgG4 humana, en la que el anticuerpo comprende una cadena
pesada codificada por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 11 y una cadena ligera codificada por la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 14. La memoria descriptiva describe un anticuerpo anti-NGF que
comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, en el que el
anticuerpo tiene una semivida de eliminacién terminal en un mono cynomolgus de al menos 15 dias (y normalmente
en el intervalo de aproximadamente 15 a aproximadamente 22 dias, o en un intervalo de 15 a 22 dias, o en un
intervalo de aproximadamente 15 dias a 28 dias, o en un intervalo de 15 a 28 dias, o en un intervalo de
aproximadamente 21 dias a aproximadamente 28 dias o en un intervalo de 21 a 28 dias), y/o tiene una semivida de
eliminacion terminal en un ser humano de al menos 10-30 dias (o al menos 10 dias, o al menos 15 dias, o al menos
20 dias, o al menos 25 dias, o al menos 30 dias o en un intervalo de aproximadamente 10 dias a aproximadamente
40 dias 0 en un intervalo de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 dias, o en un intervalo de 10 a 40 dias o
en un intervalo de 15 a 30 dias). De modo adicional o alternativo, el anticuerpo puede mostrar una semivida
farmacolégica media en seres humanos de al menos 30 dias, o al menos 35 dias, o al menos 40 dias, o en un
intervalo de al menos cuatro a seis semanas (0 en un intervalo de cuatro a seis semanas), 0 en un intervalo de al
menos cuatro a siete semanas (0 en un intervalo de cuatro a siete semanas) o en un intervalo de al menos cuatro a
ocho semanas (o en un intervalo de cuatro a ocho semanas). Preferentemente, la cadena pesada es codificada por
la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 11. Preferentemente, el anticuerpo comprende una cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16. Preferentemente, la cadena ligera es codificada por la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 14.

[0011] En otra realizacién, el anticuerpo anti-NGF comprende una region variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 (que muestra la regién variable de cadena pesada de
PG110). En otra realizacion, el anticuerpo anti-NGF comprende una regién variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 (que muestra la region variable de cadena ligera de PG110). En otra
realizaciébn mas, el anticuerpo anti-NGF comprende una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
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aminoacidos de SEQ ID NO: 2. En otra realizacién adicional, el anticuerpo anti-NGF compite por la unién a NGF con
un anticuerpo que comprende una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 1 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2.

[0012] El anticuerpo anti-NGF comprende una region variable de cadena pesada que comprende las CDR 1,
2y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, 4y 5, respectivamente (en el que las SEQ ID NO:
3, 4 y 5 muestran las CDR de region variable de cadena pesada 1, 2 y 3, respectivamente, de PG110). El anticuerpo
anti-NGF comprende también una regién variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente (en el que las SEQ ID NO: 6, 7 y 8 muestran
las CDR de region variable de cadena ligera 1, 2 y 3, respectivamente, de PG110). Asi, el anticuerpo anti-NGF
definido en las reivindicaciones comprende una region variable de cadena pesada que comprende las CDR 1,2y 3
que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, 4 y 5, respectivamente, y comprende una region
variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6, 7 y 8, respectivamente.

[0013] Preferentemente, el anticuerpo anti-NGF tiene una o mas de las siguientes propiedades funcionales:

a) se une a NGF humano pero no se une a factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) humano, neurotrofina 3
(NT-3) humana o neurotrofina 4 (NT-4) humana;

b) se une a NGF humano o de rata con una Kp de 100 pM 0 menos;

c) inhibe la unién de NGF a TrkA o p75"™;

d) inhibe la proliferacién dependiente de NGF de células TF-1;

e) inhibe la supervivencia del ganglio de la raiz posterior de pollo dependiente de NGF;
f) inhibe el crecimiento de neuritas en células PC12 dependiente de NGF.

[0014] En otra realizacion, el anticuerpo anti-NGF de la invencién no muestra un efecto de rebote cuando se
administra a un sujeto. Por ejemplo, puede seleccionarse una cantidad de dosis y una frecuencia de dosificacién
para la administracion del anticuerpo tal que el anticuerpo no muestre un efecto de rebote cuando se administra a un
sujeto.

[0015] En otra realizacion, un anticuerpo anti-NGF de la invencién es capaz de aliviar el dolor en un sujeto
con larga duracion, por ejemplo durante un periodo de al menos aproximadamente una semana, o al menos
aproximadamente dos semanas, o al menos aproximadamente cuatro semanas, o al menos aproximadamente ocho
semanas, o al menos aproximadamente doce semanas, o al menos aproximadamente de una semana a
aproximadamente doce semanas, o al menos de aproximadamente cuatro semanas a aproximadamente doce
semanas, o al menos de aproximadamente ocho semanas a aproximadamente doce semanas, o durante un periodo
de al menos una semana, o al menos dos semanas, o al menos cuatro semanas, o al menos ocho semanas o al
menos doce semanas o0 al menos de una a doce semanas, 0 al menos de cuatro a doce semanas, o al menos de
ocho a doce semanas después de la administracion de una dosis Unica del anticuerpo anti-NGF al sujeto.

[0016] En una realizacion preferida en particular, la invencion proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como
se define en las reivindicaciones que tiene las caracteristicas ventajosas combinadas de una semivida de
eliminacion terminal extendida y una duracién prolongada de alivio del dolor. En consecuencia, la invencion también
proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se define en las reivindicaciones que comprende una region constante
de IgG4 humana, en el que la region constante de IgG4 humana comprende una mutacion de region bisagra, en el
que el anticuerpo tiene una semivida de eliminacién terminal en un ser humano de al menos 10-30 dias, o al menos
10 dias, o al menos 15 dias, o al menos 20 dias, o al menos 25 dias, o al menos 30 dias o en un intervalo de
aproximadamente 10 dias a aproximadamente 40 dias o en un intervalo de aproximadamente 15 dias a
aproximadamente 30 dias (o en un intervalo de 10-40 dias o en un intervalo de 15-30 dias), y en el que el anticuerpo
alivia el dolor durante un periodo de al menos aproximadamente una semana a aproximadamente doce semanas, 0
al menos de una semana a doce semanas, o0 al menos de aproximadamente cuatro semanas a aproximadamente
doce semanas, 0 al menos de cuatro semanas a doce semanas, después de la administracion de una dosis Unica
del anticuerpo a un sujeto humano (o al menos una semana, o al menos dos semanas, o al menos cuatro semanas,
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o al menos ocho semanas, o al menos doce semanas, o de una a doce semanas, o de cuatro a doce semanas, o de
ocho a doce semanas, después de la administracién de una dosis Unica del anticuerpo a un sujeto humano). La
mutacion de region bisagra comprende una mutacion de serina a prolina en la posicion de aminoacido
correspondiente a la posicién de aminoacido 108 de SEQ ID NO: 9. La region constante de 1gG4 humana
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. En varias realizaciones, el anticuerpo puede mostrar
una o mas de las propiedades funcionales descritas en la presente memoria descriptiva. En una realizacion
preferida, el anticuerpo compite por la unién a NGF con un anticuerpo que comprende una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una region variable de cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

[0017] En otra realizacién mas, la invencion proporciona un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso
(NGF) tal como se define en las reivindicaciones que comprende una regiéon constante de IgG4 humana, en el que la
regién constante de IgG4 humana comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, y en el que el
anticuerpo se une a NGF humano o de rata con una Kp de 100 pM o0 menos, inhibe la union de NGF a TrkA o p75NTR
con una ICso de 250 pM 0 menos, e inhibe la proliferacién dependiente de NGF de células TF-1 con una ICso de 50
ng/ml o menos. Preferentemente, el anticuerpo tiene una semivida de eliminacién terminal media en seres humanos
de al menos 10-30 dias, o al menos 10 dias, o al menos 15 dias, o al menos 20 dias, o al menos 25 dias, o al menos
30 dias o en un intervalo de aproximadamente 10 dias a aproximadamente 40 dias o en un intervalo de
aproximadamente 15 dias a aproximadamente 30 dias (o0 en un intervalo de 10-40 dias o en un intervalo de 15-30
dias). De forma adicional o alternativa, el anticuerpo puede mostrar una semivida farmacoldgica media en seres
humanos de al menos 30 dias, o al menos 35 dias, o al menos 40 dias, o en un intervalo de al menos cuatro a seis
semanas (0 en un intervalo de cuatro a seis semanas), o en un intervalo de al menos cuatro a siete semanas (0 en
un intervalo de cuatro a siete semanas) o0 en un intervalo de al menos cuatro a ocho semanas (o en un intervalo de
cuatro a ocho semanas). El anticuerpo puede mostrar ademas una o mas propiedades funcionales adicionales, tales
como la unién al NGF humano pero no la unién al factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) humano, la
neurotrofina 3 (NT-3) humana o la neurotrofina 4 (NT-4) humana; la inhibicion de la supervivencia del ganglio de la
raiz posterior de pollo dependiente de NGF; y/o la inhibicién del crecimiento de neuritas en células PC12
dependiente de NGF. Preferentemente, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos
aproximadamente una semana a aproximadamente doce semanas, o al menos de aproximadamente cuatro
semanas a aproximadamente doce semanas, o al menos de aproximadamente ocho semanas a aproximadamente
doce semanas, o al menos de una semana a doce semanas, 0 al menos de cuatro semanas a doce semanas o al
menos de ocho semanas a doce semanas (0 al menos una semana, o al menos cuatro semanas, o al menos ocho
semanas, o0 al menos doce semanas, o durante una a doce semanas, o durante cuatro a doce semanas, o durante
ocho a doce semanas) después de la administracion de una dosis Unica del anticuerpo anti-NGF a un sujeto. El
anticuerpo comprende una regién variable de cadena pesada que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las
secuencias de aminodacidos de SEQ ID NO: 3, 4 y 5, respectivamente, y una region variable de cadena ligera que
comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente.
Preferentemente, el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o el anticuerpo comprende una regién variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, o el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, o el anticuerpo compite por la unién a NGF con un anticuerpo que
comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1y
una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

[0018] En varias realizaciones preferidas, la invencién proporciona anticuerpos anti-NGF tal como se define
en las reivindicaciones que tienen las caracteristicas siguientes:

Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que comprende (i) una region variable de cadena pesada
gue comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, 4 y 5,
respectivamente, (ii) una region variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente, y (iii) una regién constante de IgG4 humana,
en el que la regién constante de IgG4 humana comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, en el
que el anticuerpo tiene una semivida de eliminacién terminal media en seres humanos de al menos 10-30 dias. De
forma adicional o alternativa, el anticuerpo puede mostrar una semivida farmacoloégica media en seres humanos de
al menos 30 dias, o al menos 35 dias, o al menos 40 dias, o0 en un intervalo de al menos cuatro a seis semanas (0
en un intervalo de cuatro a seis semanas), o en un intervalo de al menos cuatro a siete semanas (0 en un intervalo
de cuatro a siete semanas) o en un intervalo de al menos cuatro a ocho semanas (0 en un intervalo de cuatro a ocho
semanas).
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[0019] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que comprende (i) una region variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, (ii) una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y (iii) una regién constante de IgG4 humana,
en el que la regién constante de IgG4 humana comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, en el
que el anticuerpo tiene una semivida de eliminacién terminal media en seres humanos de al menos 10-30 dias. De
forma adicional o alternativa, el anticuerpo puede mostrar una semivida farmacoloégica media en seres humanos de
al menos 30 dias, o al menos 35 dias, o al menos 40 dias, o0 en un intervalo de al menos cuatro a seis semanas (0
en un intervalo de cuatro a seis semanas), o en un intervalo de al menos cuatro a siete semanas (0 en un intervalo
de cuatro a siete semanas) o en un intervalo de al menos cuatro a ocho semanas (0 en un intervalo de cuatro a ocho
semanas).

[0020] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que comprende (i) una region variable de
cadena pesada que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3,4y 5,
respectivamente, (ii) una region variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente, y (iii) una region constante de IgG4 humana
gue comprende una mutacion de region bisagra tal como se define en las reivindicaciones, en el que el anticuerpo
tiene una semivida de eliminacion terminal media en seres humanos de al menos 10-30 dias. De forma adicional o
alternativa, el anticuerpo puede mostrar una semivida farmacolégica media en seres humanos de al menos 30 dias,
0 al menos 35 dias, o al menos 40 dias, o0 en un intervalo de al menos cuatro a seis semanas (0 en un intervalo de
cuatro a seis semanas), 0 en un intervalo de al menos cuatro a siete semanas (0 en un intervalo de cuatro a siete
semanas) o en un intervalo de al menos cuatro a ocho semanas (o en un intervalo de cuatro a ocho semanas).

[0021] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que comprende (i) una regién variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, (ii) una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y (iii) una regién constante de IgG4 humana
que comprende una mutacién de regién bisagra tal como se define en las reivindicaciones, en el que el anticuerpo
tiene una semivida de eliminacion terminal media en seres humanos de al menos 10-30 dias. De forma adicional o
alternativa, el anticuerpo puede mostrar una semivida farmacolégica media en seres humanos de al menos 30 dias,
0 al menos 35 dias, 0 al menos 40 dias, o en un intervalo de al menos cuatro a seis semanas (0 en un intervalo de
cuatro a seis semanas), 0 en un intervalo de al menos cuatro a siete semanas (o0 en un intervalo de cuatro a siete
semanas) o en un intervalo de al menos cuatro a ocho semanas (o en un intervalo de cuatro a ocho semanas).

[0022] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que comprende (i) una regién variable de
cadena pesada que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3,4y 5,
respectivamente, (ii) una region variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente, y (iii) una region constante que comprende
una mutacion de region bisagra tal como se define en las reivindicaciones, en el que el anticuerpo tiene una
semivida de eliminacién terminal media en seres humanos de al menos 10-30 dias. De forma adicional o alternativa,
el anticuerpo puede mostrar una semivida farmacologica media en seres humanos de al menos 30 dias, o al menos
35 dias, o al menos 40 dias, o en un intervalo de al menos cuatro a seis semanas (0 en un intervalo de cuatro a seis
semanas), o en un intervalo de al menos cuatro a siete semanas (o en un intervalo de cuatro a siete semanas) o en
un intervalo de al menos cuatro a ocho semanas (0 en un intervalo de cuatro a ocho semanas).

[0023] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que comprende (i) una region variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, (ii) una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y (iii) una regién constante que comprende
una mutacién de region bisagra tal como se define en las reivindicaciones, en el que el anticuerpo tiene una
semivida de eliminacién terminal media en seres humanos de al menos 10-30 dias. De forma adicional o alternativa,
el anticuerpo puede mostrar una semivida farmacologica media en seres humanos de al menos 30 dias, o al menos
35 dias, o al menos 40 dias, o en un intervalo de al menos cuatro a seis semanas (0 en un intervalo de cuatro a seis
semanas), 0 en un intervalo de al menos cuatro a siete semanas (o0 en un intervalo de cuatro a siete semanas) o en
un intervalo de al menos cuatro a ocho semanas (0 en un intervalo de cuatro a ocho semanas).

[0024] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) tal como se define en las reivindicaciones,
gue comprende una region constante de IgG4 humana, en el que la regién constante de IgG4 humana comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, en el que el anticuerpo se une a NGF humano o de rata con una Kp
de 100 pM o menos, inhibe la unién de NGF a TrkA o p75"'" con una ICsy de 250 pM o menos, e inhibe la
proliferaciéon dependiente de NGF de células TF-1 con una ICso de 50 ng/ml 0 menos, y en el que el anticuerpo tiene
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una semivida de eliminacién terminal media en seres humanos de al menos 10-30 dias. De forma adicional o
alternativa, el anticuerpo puede mostrar una semivida farmacolégica media en seres humanos de al menos 30 dias,
0 al menos 35 dias, o al menos 40 dias, o en un intervalo de al menos cuatro a seis semanas (0 en un intervalo de
cuatro a seis semanas), 0 en un intervalo de al menos cuatro a siete semanas (0 en un intervalo de cuatro a siete
semanas) o0 en un intervalo de al menos cuatro a ocho semanas (0 en un intervalo de cuatro a ocho semanas).

[0025] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que comprende (i) una regién variable de
cadena pesada que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3,4y 5,
respectivamente, (ii) una region variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente, y (iii) una regioén constante de IgG4 humana,
en el que la regién constante de IgG4 humana comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, en el
que eI antlcuerpo se une a NGF humano o de rata con una Kp de 100 pM 0 menos, inhibe la unién de NGF a TrkA o
p75 R con una ICs de 250 pM o menos, e inhibe la proliferacion dependiente de NGF de células TF-1 con una ICsg
de 50 ng/ml o menos.

[0026] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que comprende (i) una regién variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, (ii) una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y (iii) una regién constante de IgG4 humana,
en el que la regién constante de IgG4 humana comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, en el
que eI antlcuerpo se une a NGF humano o de rata con una Kp de 100 pM 0 menos, inhibe la unién de NGF a TrkA o
p75 R con una ICs de 250 pM o menos, e inhibe la proliferacion dependiente de NGF de células TF-1 con una ICsg
de 50 ng/ml o menos.

[0027] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que comprende (i) una regién variable de
cadena pesada que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3,4y 5,
respectivamente, (ii) una region variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente, y (iii) una regién constante de IgG4 humana,
que comprende una mutacién de region bisagra tal como se define en las reivindicaciones, en el que eI antlcuerpo
se une a NGF humano o de rata con una Kp de 100 pM o0 menos, inhibe la union de NGF a TrkA o p75 R con una
ICs0 de 250 pM 0 menos, e inhibe la proliferacion dependiente de NGF de células TF-1 con una ICso de 50 ng/ml o
menos.

[0028] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que comprende (i) una regién variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, (ii) una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y (iii) una regién constante de IgG4 humana
que comprende una mutacién de region bisagra tal como se define en las reivindicaciones, en el que eI antlcuerpo
se une a NGF humano o de rata con una Kp de 100 pM o0 menos, inhibe la union de NGF a TrkA o p75 R con una
ICs0 de 250 pM o0 menos, e inhibe la proliferacion dependiente de NGF de células TF-1 con una ICs de 50 ng/ml o
menos.

[0029] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que comprende (i) una regién variable de
cadena pesada que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3,4y 5,
respectivamente, (ii) una region variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente, y (iii) una region constante que comprende
una mutacién de region bisagra tal como se define en las reivindicaciones, en el que el anncuerpo se une a NGF
humano o de rata con una Kp de 100 pM 0 menos, inhibe la unién de NGF a TrkA o p75 R con una ICso de 250 pM
0 menos, e inhibe la proliferacion dependiente de NGF de células TF-1 con una ICso de 50 ng/ml 0 menos.

[0030] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que comprende (i) una regién variable de
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, (ii) una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y (iii) una regién constante que comprende
una mutacién de region bisagra tal como se define en las reivindicaciones, en el que el anncuerpo se une a NGF
humano o de rata con una Kp de 100 pM 0 menos, inhibe la unién de NGF a TrkA o p75 R con una ICso de 250 pM
0 menos, e inhibe la proliferacidon dependiente de NGF de células TF-1 con una ICso de 50 ng/ml o menos.

[0031] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) tal como se define en las reivindicaciones que
comprende una region constante de IgG4 humana, en el que la regién constante de IgG4 humana comprende una
mutacion tal como se define en las reivindicaciones y en el que el anticuerpo tiene una semivida de eliminacion
terminal media en seres humanos de al menos 10-30 dias. De forma adicional o alternativa, el anticuerpo puede
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mostrar una semivida farmacolégica media en seres humanos de al menos 30 dias, o al menos 35 dias, o al menos
40 dias, o0 en un intervalo de al menos cuatro a seis semanas (0 en un intervalo de cuatro a seis semanas), 0 en un
intervalo de al menos cuatro a siete semanas (0 en un intervalo de cuatro a siete semanas) o en un intervalo de al
menos cuatro a ocho semanas (0 en un intervalo de cuatro a ocho semanas).

[0032] Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) tal como se define en las reivindicaciones que
comprende una region constante de IgG4 humana, en el que la regién constante de IgG4 humana comprende una
mutacion tal como se define en las reivindicaciones y en el que el anticuerpo tiene una semivida de eliminacion
terminal en un mono cynomolgus de al menos 15 dias. De forma adicional o alternativa, el anticuerpo puede mostrar
una semivida farmacoldgica media en seres humanos de al menos 30 dias, o al menos 35 dias, o al menos 40 dias,
0 en un intervalo de al menos cuatro a seis semanas (0 en un intervalo de cuatro a seis semanas), o en un intervalo
de al menos cuatro a siete semanas (0 en un intervalo de cuatro a siete semanas) o en un intervalo de al menos
cuatro a ocho semanas (0 en un intervalo de cuatro a ocho semanas).

[0033] En varias realizaciones, el anticuerpo anti-NGF de la invencién puede ser, por ejemplo, un anticuerpo
quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano, o un anticuerpo en el que se han eliminado los
epitopos de linfocitos T potenciales.

[0034] En otro aspecto, la invenciéon proporciona una composicion farmacéutica que comprende un
anticuerpo anti-NGF de la invencién tal como se define en las reivindicaciones y un soporte farmacéuticamente
aceptable.

[0035] La memoria descriptiva describe la atenuacién o inhibicién de una enfermedad o dolencia relacionada
con el NGF en un sujeto, que comprende la administracion al sujeto de un anticuerpo anti-NGF de la invencion.
Entre los ejemplos no limitativos de las enfermedades y dolencias relacionadas con el NGF se incluyen dolor
inflamatorio, dolor postoperatorio, dolor neuropatico, dolor por fractura, dolor de articulacién gotosa, neuralgia
postherpética, dolor por cancer, dolor por artrosis o artritis reumatoide, ciatica, dolores asociados con crisis
drepanociticas, cefaleas, dismenorrea, endometriosis, dolor musculoesquelético, dolor lumbar crénico, fibromialgia,
esguinces, dolor visceral, quistes ovaricos, prostatitis, cistitis, cistitis intersticial, dolor por incisién, migrafa, neuralgia
del trigémino, dolor por quemaduras y/o heridas, dolor asociado con traumatismo, dolor asociado con enfermedades
musculoesqueléticas, espondilitis anquilosante, patologias periarticulares, dolor por metastasis 6seas, dolor por VIH,
eritromelalgia o dolor causado por pancreatitis o calculos renales. Otros ejemplos de las enfermedades y dolencias
relacionadas con el NGF incluyen melanoma maligno, sindrome de Sjogren y asma, por ejemplo asma incontrolado
con hiperreactividad respiratoria grave, y tos intratable. Las enfermedades y dolencias preferidas en particular para
el tratamiento segun los procedimientos de la invencion incluyen dolor inflamatorio (en particular dolor por artrosis o
artritis reumatoide), dolor musculoesquelético (en particular dolor lumbar crénico), dolor neuropatico (en particular
neuropatia diabética), dolor por cancer y dolor por metastasis Oseas, cistitis intersticial/sindrome de la vejiga
dolorosa, dolor asociado con prostatitis abacteriana cronica, dolor asociado con endometriosis y/o miomas uterinos y
dolor postoperatorio.

[0036] El anticuerpo puede ser para administracion, por ejemplo, por via intravenosa, subcutanea (por
ejemplo, por medio de un boligrafo de inyeccién o un implante subcutaneo), intramuscular o intraarticular, aunque en
la presente memoria descriptiva se describen otras vias adecuadas. Preferentemente, el anticuerpo es para su
administracion en una dosis comprendida en un intervalo de 0,1 mg/kg a 3 mg/kg o en una dosis comprendida en un
intervalo de 0,1 mg/kg a 30 mg/kg. El anticuerpo puede ser para administracion, por ejemplo, en una dosis
comprendida en un intervalo de aproximadamente 3 pg/kg a aproximadamente 3.000 pg/kg, con dosificaciones
preferidas que incluyen 100 pg/kg o 300 ug/kg, En otras realizaciones, el anticuerpo es para su administracion en
una dosis comprendida en un intervalo de 0,1 mg/kg a 30 mg/kg, o en un intervalo de 0,1 mg/kg a 20 mg/kg, o en un
intervalo de 0,1 mg/kg a 10 mg/kg, o en un intervalo de 1 mg/kg a 30 mg/kg, o en un intervalo de 1 mg/kg a 20 mg/kg
0 en un intervalo de 1 mg/kg a 10 mg/kg, aunque en la presente memoria descriptiva se describen otras
dosificaciones e intervalos de dosis adecuados. Ademas, puede usarse una formulacién de dosis fija del anticuerpo.

[0037] El anticuerpo puede ser para administracion en solitario o0 en combinacion con uno o mas agentes
farmacéuticos adicionales. Por ejemplo, en combinacién con el anticuerpo anti-NGF de la invenciéon puede
administrarse un segundo agente farmacéutico, tal como un AINE, un analgésico (por ejemplo, un analgésico
opioide), un anestésico local, un bloqueo nervioso, un bloqueo con fenol, un anticuerpo terapéutico, un
anticonvulsivo, un antidepresivo, capsaicina tépica, un esteroide o un agente antivirico. Los segundos agentes
farmacéuticos preferidos en particular para un tratamiento en combinacion con un anticuerpo de la invencion
incluyen analgésicos opioides, tales como la morfina. Otros segundos agentes farmacéuticos preferidos para un
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tratamiento en combinacion incluyen inhibidores de TrkA e inhibidores de la proteina-cinasa C (PKC).

[0038] En una realizacién preferida, la invencién proporciona un anticuerpo anti-NGF para su uso en un
procedimiento de atenuacioén o inhibicién del dolor en un sujeto, en el que el anticuerpo anti-factor de crecimiento
nervioso (NGF) es tal como se define en las reivindicaciones y en el que el anticuerpo alivia el dolor en el sujeto
durante un periodo de al menos cuatro a doce semanas (0 durante al menos de una a doce semanas, o durante al
menos de ocho a doce semanas, o durante cuatro a doce semanas, o durante una a doce semanas, o durante ocho
a doce semanas, o durante al menos una semana, o durante al menos cuatro semanas, o durante al menos ocho
semanas, o durante al menos doce semanas) después de la administracion de una dosis Unica del anticuerpo anti-
NGF a un sujeto. El anticuerpo anti-NGF comprende una region variable de cadena pesada que comprende las CDR
1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, 4 y 5, respectivamente, y una region variable
de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 7y
8, respectivamente. Preferentemente, el anticuerpo anti-NGF comprende una region variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. Preferentemente, el dolor se selecciona entre el grupo que consiste en
dolor por artrosis, dolor lumbar crénico, dolor neuropético diabético, dolor por cancer, dolor por metastasis 6seas,
cistitis intersticial, sindrome de la vejiga dolorosa, dolor asociado con prostatitis abacteriana crénica, dolor asociado
con endometriosis, dolor asociado con miomas uterinos y dolor postoperatorio. Preferentemente, el anticuerpo anti-
NGF es para su administracién en una dosis comprendida en un intervalo de 0,1 a 3 mg/kg o en una dosis
comprendida en un intervalo de 0,1 mg/kg a 30 mg/kg. Preferentemente, el anticuerpo es para su administracién por
via intravenosa o subcutanea. Preferentemente, el anticuerpo tiene una semivida de eliminacién terminal en un ser
humano de al menos 10-30 dias (o al menos 10 dias, o al menos 15 dias, o al menos 20 dias, o al menos 25 dias, o
al menos 30 dias o en un intervalo de aproximadamente 10 dias a aproximadamente 40 dias o en un intervalo de
aproximadamente 15 a aproximadamente 30 dias, o en un intervalo de 10 a 40 dias o en un intervalo de 15 a 30
dias).

[0039] La memoria descriptiva describe la atenuacion o inhibiciéon de una enfermedad o dolencia relacionada
con el factor de crecimiento nervioso (NGF) en un sujeto de manera que se evita un efecto de rebote en el sujeto,
usando un anticuerpo anti-NGF que comprende una regién constante de IgG4 humana, en el que la regién constante
de 1gG4 humana comprende una mutacion de regién bisagra, y en el que el anticuerpo tiene una semivida de
eliminacion terminal en un ser humano de al menos 10-30 dias (o al menos 10 dias, o al menos 15 dias, o al menos
20 dias, o al menos 25 dias, o al menos 30 dias o en un intervalo de aproximadamente 10 dias a aproximadamente
40 dias o en un intervalo de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 dias, o en un intervalo de 10 a 40 dias o
en un intervalo de 15 a 30 dias), y en el que el anticuerpo se administra en una dosificacién y en una frecuencia tal
que se evita un efecto de rebote en el sujeto. De forma adicional o alternativa, el anticuerpo puede mostrar una
semivida farmacoldgica media en seres humanos de al menos 30 dias, o0 al menos 35 dias, o al menos 40 dias, o en
un intervalo de al menos cuatro a seis semanas (0 en un intervalo de cuatro a seis semanas), o en un intervalo de al
menos cuatro a siete semanas (0 en un intervalo de cuatro a siete semanas) o0 en un intervalo de al menos cuatro a
ocho semanas (o0 en un intervalo de cuatro a ocho semanas). Preferentemente, la region constante de IgG4 humana
comprende una mutacion en la posiciéon de aminoacido correspondiente a la posicion de aminoacido 108 de SEQ ID
NO: 9. Preferentemente, la serina en la posicién de aminoacido correspondiente a la posicion de aminoacido 108 de
SEQ ID NO: 9 se muta a prolina. Preferentemente, la regién constante de IgG4 humana comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 10. Preferentemente, el anticuerpo anti-NGF comprende una region variable de cadena
pesada que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, 4y 5,
respectivamente, y una region variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. Preferentemente, el anticuerpo anti-NGF comprende una
region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una region
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. Preferentemente, el
anticuerpo compite por la uniéon a NGF con un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. Preferentemente, la enfermedad o dolencia relacionada con el NGF es
dolor seleccionado entre el grupo que consiste en dolor por artrosis, dolor lumbar crénico, dolor neuropatico
diabético, dolor por cancer, dolor por metastasis 0seas, cistitis intersticial, sindrome de la vejiga dolorosa, dolor
asociado con prostatitis abacteriana crénica, dolor asociado con endometriosis, dolor asociado con miomas uterinos
y dolor postoperatorio. Preferentemente, el anticuerpo anti-NGF se administra en una dosis comprendida en un
intervalo de 0,1 a 3 mg/kg o en un intervalo de 0,1 mg/kg a 30 mg/kg. Preferentemente, el anticuerpo se administra
por via intravenosa o subcutanea.

[0040] En otro aspecto, la invencién proporciona para el uso del anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como
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se define en las reivindicaciones para la fabricacion de un medicamento destinado a atenuar o inhibir una
enfermedad o dolencia relacionada con el NGF en un sujeto, en el que la enfermedad o dolencia relacionada con el
NGF es dolor. Preferentemente, el dolor se selecciona entre el grupo que consiste en dolor por artrosis, dolor lumbar
cronico, dolor neuropatico diabético, dolor por cancer, dolor por metastasis dseas, cistitis intersticial, sindrome de la
vejiga dolorosa, dolor asociado con prostatitis abacteriana crénica, dolor asociado con endometriosis, dolor asociado
con miomas uterinos y dolor postoperatorio.

[0041] La memoria descriptiva describe el uso del anticuerpo anti-NGF de la invencién para la fabricacion de
un medicamento destinado a su uso para atenuar o inhibir el dolor en un sujeto, de manera que el dolor es atenuado
o inhibido en el sujeto durante un periodo de al menos aproximadamente una semana a aproximadamente doce
semanas, 0 al menos de aproximadamente cuatro semanas a aproximadamente doce semanas, o al menos de
aproximadamente ocho semanas a aproximadamente doce semanas (o durante un periodo de una a doce semanas,
o de cuatro a doce semanas, o de ocho a doce semanas, o al menos una semana, o al menos dos semanas, o al
menos cuatro semanas, o al menos ocho semanas, o al menos doce semanas) después de la administracion de una
dosis Unica del anticuerpo anti-NGF a un sujeto.

[0042] La memoria descriptiva describe el uso del anticuerpo anti-NGF de la invencién para la fabricacion de
un medicamento destinado a su uso para atenuar o inhibir una enfermedad o dolencia relacionada con el NGF en un
sujeto de manera que se evita un efecto de rebote en el sujeto. En particular, el anticuerpo se administra en una
dosificacién y en una frecuencia tales que se evita un efecto de rebote en el sujeto.

[0043] En otros aspectos adicionales, la invencion proporciona moléculas de acidos nucleicos que codifican
las cadenas pesadas y/o las cadenas ligeras de los anticuerpos anti-NGF de la invencién, asi como vectores (por
ejemplo, vectores de expresion) que comprenden dichos vectores, células hospedadoras que comprenden dichos
vectores y procedimientos para expresar los anticuerpos anti-NGF usando las células hospedadoras de la invencion,
todo tal como se define en las reivindicaciones.

[0044] La memoria descriptiva describe la atenuacion o inhibiciéon de una enfermedad o dolencia relacionada
con el factor de crecimiento nervioso (NGF) en un sujeto de manera que se evita un efecto de rebote en el sujeto. El
procedimiento comprende la administracién al sujeto de un anticuerpo anti-NGF que comprende una regién
constante de IgG4 humana, en el que la regién constante de 1gG4 humana comprende una mutacién
(preferentemente una mutacion de region bisagra) y en el que el anticuerpo tiene una semivida de eliminacion
terminal en un mono cynomolgus de al menos 15 dias, mas preferentemente de al menos 21 dias, y en el que el
anticuerpo se administra en una dosificacion y en una frecuencia tales que se evita un efecto de rebote en el sujeto.
En otra realizacion, el anticuerpo tiene una semivida de eliminacién terminal en un mono cynomolgus en un intervalo
de aproximadamente 15 dias a aproximadamente 22 dias (o 15-22 dias), o en un intervalo de aproximadamente 15
dias a aproximadamente 28 dias (o 15-28 dias), 0 en un intervalo de aproximadamente 21 dias a aproximadamente
28 dias (0 21-28 dias). En otra realizacion, el anticuerpo tiene una semivida de eliminacién terminal en una rata de al
menos 8 dias. En otra realizacion mas, el anticuerpo tiene una semivida de eliminacién terminal media en seres
humanos de al menos 10-30 dias (o al menos 10 dias, o al menos 15 dias, o al menos 20 dias, o al menos 25 dias,
o al menos 30 dias, o en un intervalo de aproximadamente 10 dias a aproximadamente 40 dias, o en un intervalo de
aproximadamente 15 a aproximadamente 30 dias, o en un intervalo de 10-40 dias o en un intervalo de 15-30 dias).
De forma adicional o alternativa, el anticuerpo puede mostrar una semivida farmacoldgica media en seres humanos
de al menos 30 dias, o al menos 35 dias, o al menos 40 dias, 0 en un intervalo de al menos cuatro a seis semanas
(0 en un intervalo de cuatro a seis semanas), 0 en un intervalo de al menos cuatro a siete semanas (0 en un
intervalo de cuatro a siete semanas) o en un intervalo de al menos cuatro a ocho semanas (0 en un intervalo de
cuatro a ocho semanas). Entre las mutaciones preferidas se incluyen las descritas anteriormente. Entre los
anticuerpos preferidos se incluyen aquellos que tienen las secuencias y/o las propiedades funcionales adicionales tal
como se describe anteriormente. Entre los ejemplos no limitativos de las enfermedades y dolencias relacionadas con
el NGF se incluyen los expuestos anteriormente.

[0045] La memoria descriptiva describe el uso del anticuerpo anti-NGF de la invencién para la fabricacion de
un medicamento destinado a su uso para atenuar o inhibir una enfermedad o dolencia relacionada con el NGF en un
sujeto de manera que se evita un efecto de rebote en el sujeto.

[0046] En las reivindicaciones se definen también kits que comprenden un anticuerpo anti-NGF de la

invencion. Por ejemplo, un kit puede comprender anticuerpo anti-NGF e instrucciones para el uso del anticuerpo en
el tratamiento de una enfermedad o dolencia relacionada con el NGF.
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Breve descripcién de los dibujos

[0047]

La Figura 1 es un grafico que muestra la unién de PG110 a factor de crecimiento nervioso (NGF) humano pero no a
factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) humano, neurotrofina 3 (NT-3) humana o neurotrofina 4 (NT-4)
humana, segln se ha determinado mediante ELISA.

La Figura 2A es un grafico que muestra la inhibicién de la union de NGF al receptor TrkA por el anticuerpo PG110,
segun se ha determinado mediante un experimento de union de ligando radiomarcado.
La Figura 2B es un grafico que muestra la inhibicion de la union de NGF al receptor p75™ "~
segun se ha determinado mediante un experimento de unién de ligando radiomarcado.

por el anticuerpo PG110,
La Figura 3A es un grafico que muestra el efecto inhibidor del anticuerpo PG110 en la proliferacion de células TF-1
estimulada por NGF humano.

La Figura 3B es un grafico que muestra el efecto inhibidor del anticuerpo PG110 en la proliferaciéon de células TF-1
estimulada por NGF de rata.

La Figura 3C es un grafico que muestra el efecto inhibidor del anticuerpo PG110 en la proliferacién de células TF-1
estimulada por NGF de raton.

La Figura 4 es un grafico que muestra el efecto del tratamiento con anticuerpo PG110 en lesiones cutaneas en ratas.

Descripcion detallada de la invenciéon

[0048] La invencién se refiere a anticuerpos del anti-factor de crecimiento nervioso tal como se define en las
reivindicaciones que muestran estabilidad in vivo mejorada, como se demuestra, por ejemplo, por una semivida de
eliminacion terminal inesperadamente larga en monos cynomolgus. Los anticuerpos de la invencion incluyen una
modificacién de la region constante de IgG4 humana del anticuerpo, mediante introduccion de una mutacién en la
region bisagra de la region constante IgG4.

[0049] Para que la presente invencion pueda comprenderse con mas facilidad, primero se definen algunos
términos. A lo largo de la descripcion detallada se exponen definiciones adicionales.

|. Definiciones

[0050] Los términos "factor de crecimiento nervioso" o "NGF" se usan indistintamente en la presente memoria
descriptiva e incluyen variantes, isoformas, homélogos, ortélogos y paralogos. Por ejemplo, un anticuerpo especifico
para NGF humano puede, en determinados casos, interreaccionar con NGF de especies distintas a la humana. En
otras realizaciones, un anticuerpo especifico para NGF humano puede ser completamente especifico para el NGF
humano y no puede mostrar reactividad entre especies ni otros tipos de reactividad cruzada. El término "NGF
humano" se refiere a NGF de secuencia humana, de manera que comprende la secuencia de aminoacidos de
cadena de NGF-f3 humano, cuya forma precursora tiene nimero de acceso de Genbank NP_002497, codificado por
la secuencia de nucleétidos de nimero de acceso de Genbank M_002506. La secuencia de cadena de NGF-f3
humano puede diferir del NGF-B humano de nimero de acceso de Genbank NP_002497, por ejemplo, al tener
sustituciones conservadas o0 sustituciones en regiones no conservadas en las que el NGF-Bf humano tiene
sustancialmente la misma funcion biolégica que el NGF-f3 humano de nimero de acceso de Genbank NP_002497.
El término "NGF de rata" se refiere a NGF de secuencia de rata, de manera que comprende la secuencia de
aminoacidos de la cadena NGF- de rata, cuya forma precursora tiene nimero de acceso de Genbank XP_227525,
codificado por la secuencia de nucleétidos de nimero de acceso de Genbank XP_227525. El término "NGF de
raton" se refiere a NGF de secuencia de rata, de manera que comprende la secuencia de aminoacidos de cadena
NGF-B de ratén, cuya forma precursora tiene nimero de acceso de Genbank NP_038637, codificado por la
secuencia de nucleétidos de nimero de acceso de Genbank NM_013609.

[0051] El término "receptor TrkA", tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a un
receptor de NGF también conocido en la técnica como receptor de tropomiosina-cinasa A y receptor neurotréfico de
tirosina-cinasa de tipo 1 (NTRK1). Entre las secuencias de ejemplo no limitativas para receptor TrkA humano se
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incluyen las secuencias de aminoacidos de nimero de acceso de Genbank NP_001012331 (isoforma 1),
NP_002520 (isoforma 2) y NP_001007793 (isoforma 3).

[0052] El término " receptor p75NTR", tal como se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a un
receptor de neurotrofina, con un peso molecular de aproximadamente 75 kDa, que se une a NGF y otras
neurotrofinas, un receptor que se describe, por ejemglo, en Bothwell, M. (1996) Science 272: 506-507. Una
secuencia de ejemplo no limitativa para receptor p75NT humano es la secuencia de aminoacidos de nimero de
acceso de Genbank NP_002498, codificada por la secuencia de nucleétidos de nimero de acceso de Genbank
NM_002507.

[0053] El término "semivida de eliminacion terminal”, tal como se usa en la presente memoria descriptiva en
relacion con los anticuerpos anti-NGF, se refiere al periodo de tiempo necesario para que la concentraciéon del
anticuerpo, segun se mide en el suero de un sujeto al que se ha administrado el anticuerpo, se reduzca a la mitad
una vez que la absorcion y la redistribucion del anticuerpo se han completado. Cuando se usa un grupo de sujetos,
puede usarse la media geométrica de la semivida de eliminacién terminal en los sujetos como medida de la semivida
de eliminacién terminal del anticuerpo.

[0054] El término "semivida farmacolégica”, tal como se usa en la presente memoria descriptiva en relacion
con los anticuerpos anti-NGF, se refiere al periodo de tiempo medio para mantener el efecto del farmaco in vivo
(TMR para efecto del farmaco). Puede calcularse como la relacion entre el area de la curva de efecto-tiempo
corregida segun los valores de referencia del primer momento (ABCEM) y el efecto del farmaco acumulado corregido
segun los valores de referencia con el tiempo (area bajo la curva efecto-tiempo, ABCE), usando la formula siguiente:

ABCEM _ [E(t)dt

Semivida farmacologica = =
ABCE IEGMt

Cuando se usa un grupo de sujetos, puede usarse la media geométrica de la semivida farmacoldgica en los sujetos
como medida de la semivida farmacologica del anticuerpo.

[0055] El término "mutacion de regién bisagra”, tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se
refiere a una mutacion, tal como una mutacién, sustitucion, adicion o delecién puntual, en la regién bisagra de un
dominio constante de inmunoglobulina.

[0056] El término "inhibicién" tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a cualquier
reduccion estadisticamente significativa en la actividad bioldgica, incluyendo el bloqueo completo de la actividad. Por
ejemplo, "inhibiciéon" puede referirse a una disminucién de aproximadamente el 10%, el 20%, el 30%, el 40%, el
50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90% o el 100% en la actividad bioldgica.

[0057] El término "anticuerpo” o "inmunoglobulina”, tal como se usa indistintamente en la presente memoria
descriptiva, incluye anticuerpos enteros y cualquier fragmento de unién a antigeno (es decir, "parte de unién a
antigeno") o cadenas Unicas de los mismos que conservan la estabilidad in vivo mejorada descrita en la presente
memoria descriptiva. Un "anticuerpo” comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L)
interconectadas por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada esta formada por una region variable de cadena pesada
(abreviado en la presente memoria descriptiva como Vu) y una region constante de cadena pesada. La region
constante de cadena pesada esta formada por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera esta formada
por una region variable de cadena ligera (abreviado en la presente memoria descriptiva como V) y una regioén
constante de cadena ligera. La region constante de cadena ligera esta formada por un dominio, CL. Las regiones Vy
y VL pueden subdividirse ademas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que son mas conservadas, denominadas regiones marco
(FR). Cada V4 y V. esta compuesta por tres CDR y cuatro FR, dispuestas desde el extremo terminal amino al
extremo terminal carboxi en el orden siguiente: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Las regiones variables
de las cadenas pesada y ligera contienen un dominio de union que interacciona con un antigeno. Las regiones
constantes de los anticuerpos pueden mediar en la unién de la inmunoglobulina a factores o tejidos del hospedador,
lo que incluye diversas células del sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (Clq)
del sistema de complemento clasico.

[0058] El término "anticuerpo monoclonal” tal como se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a un
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anticuerpo obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos
individuales que comprenden la poblacién son idénticos con la salvedad de las posibles mutaciones de ocurrencia
natural que pueden estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente
especificos, dirigidos contra un Unico sitio antigénico. Ademas, a diferencia de las preparaciones convencionales de
anticuerpos (policlonales) que normalmente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes
(epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un Unico determinante en el antigeno. Los anticuerpos
monoclonales pueden prepararse usando cualquier técnica reconocida anterior, por ejemplo, un procedimiento de
hibridoma, tal como se describe en Kohler y col. (1975) Nature, 256: 495, un animal transgénico, tal como se ha
descrito, por ejemplo, (véase por ejemplo, Lonberg, y col. (1994) Nature 368(6474): 856-859), procedimientos de
ADN recombinante (véase, por ejemplo, patente de EE.UU. n° 4.816.567) o uso de bibliotecas de anticuerpos de
fagos usando la técnica descrita, por ejemplo, en Clarkson y col., Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks y col., J. Mol.
Biol., 222: 581-597 (1991). Los anticuerpos monoclonales incluyen anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanos y
anticuerpos humanizados y pueden ocurrir naturalmente o producirse de forma recombinante.

[0059] El término "anticuerpo recombinante” se refiere a anticuerpos que se preparan, expresan, crean o
aislan por medios recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo, un ratén) que es
transgénico o transcromosémico para genes de inmunoglobulina (por ejemplo, genes de inmunoglobulina humana) o
un hibridoma preparado a partir de los mismos, (b) anticuerpos aislados de una célula hospedadora transformados
para expresar el anticuerpo, por ejemplo, de una transfectoma, (c) anticuerpos aislados a partir de una biblioteca de
anticuerpos combinatorios recombinantes (por ejemplo, que contengan secuencias de anticuerpos humanos) usando
expresion de fagos, y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que
impligue empalme de secuencias génicas de inmunoglobulina (por ejemplo, genes de inmunoglobulina humana) a
otras secuencias de ADN. Dichos anticuerpos recombinantes pueden tener regiones variables y constantes
derivadas de secuencias de inmunoglobulinas de linea germinal humana. En algunas realizaciones, sin embargo,
dichos anticuerpos recombinantes humanos pueden someterse a mutagenia in vitro y asi las secuencias de
aminoacidos de las regiones V4 y V| de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque derivadas de y
relacionadas con secuencias Vy y Vi de linea germinal humana, pueden no existir naturalmente dentro del repertorio
de linea germinal de anticuerpos humanos in vivo.

[0060] El término anticuerpo o "inmunoglobulina quimérica" se refiere a una inmunoglobulina o anticuerpo
cuyas regiones variables proceden de una primera especie y cuyas regiones constantes proceden de una segunda
especie. Los anticuerpos o inmunoglobulinas quiméricas pueden construirse, por ejemplo por ingenieria genética, a
partir de segmentos génicos de inmunoglobulinas pertenecientes a diferentes especies.

[0061] El término "anticuerpo humanizado" o "inmunoglobulina humanizada" se refiere a un anticuerpo o
inmunoglobulina que incluye al menos una cadena de anticuerpos o inmunoglobulinas humanizados (es decir, al
menos una cadena pesada o ligera humanizada). El término "cadena de inmunoglobulinas humanizadas" o "cadena
de anticuerpos humanizados" (es decir, una "cadena ligera de inmunoglobulinas humanizadas" o "una cadena
pesada de inmunoglobulinas humanizadas") se refiere a una cadena de inmunoglobulinas o anticuerpos (es decir,
una cadena ligera o pesada, respectivamente) que tiene una region variable que incluye una regiéon marco variable
sustancialmente de una inmunoglobulina o anticuerpo humanos y regiones determinantes de complementariedad
(CDR) (por ejemplo, al menos una CDR, preferentemente dos CDR, mas preferentemente tres CDR)
sustancialmente de una inmunoglobulina o anticuerpo no humanos, e incluye ademas regiones constantes (por
ejemplo, al menos una regién constante o una parte de la misma, en el caso de una cadena ligera, y
preferentemente tres regiones constantes en el caso de una cadena pesada). El término "regién variable
humanizada" (por ejemplo, "region variable humanizada de cadena ligera" o "region variable humanizada de cadena
pesada") se refiere a una region variable que incluye una regién marco variable sustancialmente de una
inmunoglobulina o anticuerpo humanos y regiones determinantes de complementariedad (CDR) sustancialmente de
una inmunoglobulina o anticuerpo no humanos.

[0062] El término "anticuerpo humano”, tal como se usa en la presente memoria descriptiva, pretende incluir
anticuerpos que tienen regiones variables en los que tanto las regiones marco como las CDR proceden de
secuencias de inmunoglobulinas de linea germinal humana tal como se describe, por ejemplo, en Kabat y col.
(véase Kabat, y col. (1991) Sequences of proteins of Immunological Interest, 52 edicion, U.S. Department of Health
and Human Services, NIH Publication n® 91-3242). Ademas, si el anticuerpo contiene una regién constante, la regién
constante también procede de secuencias de inmunoglobulinas de linea germinal humana. Los anticuerpos
humanos pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulinas de linea
germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagenia aleatoria o especifica del sitio in vitro o por
mutacion somatica in vivo). Sin embargo, el término "anticuerpo humano”, tal como se usa en la presente memoria
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descriptiva, no pretende incluir anticuerpos en los que se hayan injertado secuencias de CDR procedentes de la
linea germinal de otras especies de mamiferos, por ejemplo un ratén, en secuencias marco humanas.

[0063] Un "anticuerpo aislado”, tal como se usa en la presente memoria descriptiva, pretende referirse a un
anticuerpo que esta sustancialmente libre de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades antigénicas (por
ejemplo, un anticuerpo aislado que se une especificamente a NGF esta sustancialmente libre de anticuerpos que se
unen especificamente a antigenos distintos de NGF). Ademds, un anticuerpo aislado estd en general
sustancialmente libre de otros materiales celulares y/o productos quimicos.

[0064] Tal como se usan en la presente memoria descriptiva, los términos "unién especifica”, "se une
especificamente a”, "unién selectiva” y "se une selectivamente a” significan que un anticuerpo o una parte de union a
antigeno del mismo muestra una afinidad apreciable por un antigeno o epitopo en particular y, generalmente, no
muestra una reactividad cruzada significativa con otros antigenos y epitopos. Unién preferida o "apreciable" incluye
la unién con una afinidad de al menos 10°, 10°, 10%, 10° M 0 10'® M™. Son més preferidas las afinidades superiores
a que 10" M*, preferentemente superiores a 10® M™. Los valores intermedios de los expuestos en la presente
memoria descriptiva también pretenden incluirse dentro del alcance de la presente invencién y una afinidad de union
preferida puede indicarse como un intervalo de afinidades, por ejemplo, de 10° a 10*° M™, preferentemente de 10’ a
10" M™, mas preferentemente de 10% a 10" M™. Un anticuerpo que "no muestra reactividad cruzada significativa” es
aquél que no se unira apreciablemente con una entidad no deseable (por ejemplo, una entidad proteinacea no
deseable). La unién especifica o selectiva puede determinarse segun cualquier medio reconocido en la técnica para
determinar dicha unién, lo que incluye, por ejemplo, andlisis de Scatchard y/o ensayos de unién competitiva.

[0065] El término "Kp" tal como se usa en la presente memoria descriptiva, pretende referirse a la constante
de equilibrio de disociacion de una interaccién particular anticuerpo-antigeno o a la afinidad de un anticuerpo por un
antigeno. En una realizacion, el anticuerpo segun la presente invencién se une a un antigeno (por ejemplo, NGF)
con una afinidad (Kp) de aproximadamente 100 pM o menos (es decir, 0 mejor) (por ejemplo, aproximadamente 90
pM o aproximadamente 80 pM o aproximadamente 70 pM o aproximadamente 60 pM o aproximadamente 50 pM o
aproximadamente 40 pM o aproximadamente 30 pM), segin se mide usando un ensayo de resonancia de
plasmones superficiales o0 un ensayo de unién a células. En una realizacién preferida, el anticuerpo se une a NGF
con una afinidad (Kp) comprendida en un intervalo de aproximadamente 25-35 pM.

[0066] El término "Kaso'", tal como se usa en la presente memoria descriptiva, pretende referirse a la constante
de velocidad de asociacion para la asociacion de un anticuerpo en el complejo anticuerpo/antigeno.

[0067] El término "Kgiso", tal como se usa en la presente memoria descriptiva, pretende referirse a la
constante de velocidad de disociacion para la disociacion de un anticuerpo del complejo anticuerpo/antigeno.

[0068] El término " ICs¢", tal como se usa en la presente memoria descriptiva, se refiere a la concentracion de
un anticuerpo que inhibe una respuesta, ya sea en un ensayo in vitro o un ensayo in vivo, hasta un nivel que es el
50% de la respuesta inhibidora maxima, es decir, a medio camino entre la respuesta inhibidora maxima y la
respuesta sin tratar.

[0069] El término "molécula de acido nucleico”, tal como se usa en la presente memoria descriptiva, pretende
incluir moléculas de ADN y moléculas de ARN. Una molécula de acido nucleico puede ser monocatenaria o
bicatenaria, pero preferentemente es ADN bicatenario. El término "molécula de acido nucleico aislada”, tal como se
usa en la presente memoria descriptiva en referencia a acidos nucleicos que codifican anticuerpos o partes de
anticuerpos (por ejemplo, Vi, Vi, CDR3) que se unen a NGF, pretende referirse a una molécula de acido nucleico en
la que las secuencias de nucleétidos que codifican el anticuerpo o la parte de anticuerpo estan libres de otras
secuencias de nucleotidos que codifican anticuerpos que se unen a antigenos distintos de NGF, de manera que
otras secuencias pueden flanquear naturalmente al acido nucleico en ADN genémico humano.

[0070] El término "ligado operativamente" se refiere a una secuencia de acidos nucleicos dispuesta en una
relacion funcional con otra secuencia de acidos nucleicos. Por ejemplo, el ADN para una secuencia de sefial o
secuencia guia secretora esta ligado operativamente a ADN para un polipéptido si se expresa como una preproteina
gue participa en la secrecion del polipéptido; un promotor o potenciador esta ligado operativamente a una secuencia
de codificacién si afecta a la transcripcion de la secuencia; o un sitio de unidén a ribosomas esta ligado
operativamente a una secuencia de codificacion si esta colocado de manera que facilite la traduccion.
Generalmente, "ligado operativamente" significa que las secuencias de ADN que estan ligadas son contiguas, y, en
el caso de una guia secretora, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen que ser
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contiguos. La ligadura se consigue mediante conexidn en sitios de restriccion convenientes. Si dichos sitios no
existen, los adaptadores o conectores de oligonucleoétido sintéticos se usan de acuerdo con la practica convencional.
Un &cido nucleico esta "ligado operativamente" cuando se dispone en una relacion funcional con otra secuencia de
acidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor o potenciador esta ligado operativamente con una secuencia de
codificacién si afecta a la transcripcién de la secuencia. Con respecto a las secuencias reguladoras de transcripcion,
ligado operativamente significa que las secuencias de ADN que estan ligadas son contiguas y, cuando sea
necesario unir dos regiones de codificacion de proteinas, contiguas y en marco de lectura. Para secuencias de
cambio, ligado operativamente indica que las secuencias son capaces de realizar recombinacion de cambios.

[0071] El término "vector”, tal como se usa en la presente memoria descriptiva, pretende referirse a una
molécula de acido nucleico capaz de transportar otro acido nucleico a aquél al que esta ligada. Un tipo de vector es
un "plasmido”, que se refiere a un bucle de ADN bicatenario circular en el que pueden ligarse segmentos de ADN
adicionales. Otro tipo de vector es un vector virico, en el que pueden ligarse segmentos de ADN adicionales en el
genoma virico. Algunos vectores son capaces de replicacién autonoma en una célula hospedadora en la que son
introducidos (por ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicacién bacteriano y vectores de
mamiferos episomiales). Otros vectores (por ejemplo, vectores de mamiferos no episomiales) pueden integrarse en
el genoma de una célula hospedadora tras la introduccién en la célula hospedadora, y por consiguiente se replican
junto con el genoma del hospedador. Por otra parte, algunos vectores son capaces de dirigir la expresion de genes a
los que estan ligados operativamente. Dichos vectores se refieren en la presente memoria descriptiva como
"vectores de expresion recombinante” (o simplemente, "vectores de expresion"). En general, los vectores de
expresion de utilidad en técnicas de ADN recombinante estan a menudo en forma de plasmidos. Los términos
"plasmido" y "vector" pueden usarse indistintamente. Sin embargo, la invencién pretende incluir dichas otras formas
de vectores de expresidon, como vectores viricos (por ejemplo, retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados
defectuosos para replicacion), que sirven para funciones equivalentes.

[0072] El término "célula hospedadora recombinante” (o simplemente "célula hospedadora"), tal como se usa
en la presente memoria descriptiva, pretende referirse a una célula en la que se ha introducido un vector de
expresion recombinante. Debe entenderse que dichos términos pretenden referirse no sélo a la célula del sujeto en
particular sino a la progenie de dicha célula. Dado que pueden producirse ciertas modificaciones en las
generaciones sucesivas debido a mutacion o a influencias ambientales, dicha progenie puede, en la practica, no ser
idéntica a la célula progenitora, pero se incluye dentro del alcance del término "célula hospedadora” tal como se usa
en la presente memoria descriptiva.

[0073] Los términos "tratar”, "que trata” y " tratamiento, tal como se usan en la presente memoria descriptiva,
se refieren a medidas terapéuticas o preventivas descritas en la presente memoria descriptiva. Los usos para
"tratamiento”" emplean la administracién, a un sujeto, de un anticuerpo de la presente invencion, por ejemplo, un
sujeto que tiene una enfermedad o dolencia relacionada con el NGF, con el fin de prevenir, curar, retrasar, reducir la
gravedad de o mejorar uno o mas sintomas de la enfermedad o dolencia.

[0074] El término "enfermedad o dolencia relacionada con el NGF", tal como se usa en la presente memoria
descriptiva, se refiere a enfermedades y dolencias en las que la actividad de NGF esta implicada con, o asociada
con, o media o promueve uno 0 mas sintomas de la enfermedad o dolencia.

[0075] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "sujeto" incluye cualquier animal
humano o no humano. En una realizacion en particular, el sujeto es un ser humano. El término "animal no humano"
incluye a todos los vertebrados, por ejemplo, mamiferos y no mamiferos, tales como primates no humanos, ovejas,
perros, vacas, pollos, anfibios, reptiles, etc.

[0076] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "efecto de rebote" se refiere a la
reduccion en la eficacia de los agentes de secuestro de NGF, tales como un anticuerpo anti-NGF, que tiene lugar en
un sujeto después de un periodo inicial de eficacia tras una administracion Unica o repetida. Por ejemplo, el
tratamiento con un anticuerpo anti-NGF puede aliviar inicialmente el dolor, por ejemplo debido a inflamacién o lesion
nerviosa u otra etiologia, lo que a continuacion se sigue de un periodo de disminucion de la eficacia analgésica en el
que el dolor termina por convertirse aproximadamente en tan intenso o0 mas que antes del tratamiento. En otro
ejemplo, un anticuerpo anti-NGF puede mostrar una eficacia inicial en un sujeto durante un periodo de tiempo
después de la administracion Unica o repetida, por ejemplo un periodo de una semana después de la administracién
(por ejemplo, los dias 1-7 después de la administracion), lo que a continuacion se sigue de un periodo de reduccion
de la eficacia, por ejemplo durante un periodo de 1-2 semanas después de la administracién (por ejemplo, en los
dias 7-14 después de la administracién). Este periodo de "rebote" puede seguirse de un periodo de recuperacion de
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la eficacia del anticuerpo anti-NGF. Por ejemplo, puede existir un perfil bifasico de la analgesia después de la
administracién Unica o repetida de un anticuerpo anti-NGF, con un periodo intermedio de reduccién de la eficacia o
incluso sensacién de dolor exagerada. Este efecto de rebote puede valorarse, por ejemplo, en estudios de dolor
clinico, modelos experimentales de dolor y/u otros modelos de eficacia anti-NGF. Este efecto de rebote puede
asociarse, por ejemplo, con aumento del dolor en el sujeto y/o mayores episodios adversos (tales como sensaciones
anormales, comprendidas entre alodinia y disestesia, parestesia y hiperestesia o hipoestesia) durante el periodo de
rebote. Aunque sin pretender estar limitado por el mecanismo, el efecto de rebote puede ser originado por una
expresion alterada del NGF, una expresién o sefializacion alterada del receptor TrkA o p75 o cualquier otro
mecanismo que produzca una reduccion transitoria de la eficacia después de la administracién Unica o repetida de
un anti-NGF tras un periodo inicial de eficacia.

[0077] En las subsecciones siguientes se describen mas en detalle diversos aspectos de la invencion.

1. Anticuerpos de la invencién

A. Estabilidad in vivo mejorada

[0078] Los anticuerpos anti-NGF de la invencidn se caracterizan por tener estabilidad in vivo mejorada, tal
como evidencia la larga semivida de eliminacién terminal observada in vivo. Aunque sin pretender estar limitado por
el mecanismo, se cree que la semivida de eliminacién terminal extendida del anticuerpo procede de una reduccion
en la velocidad de aclaramiento del anticuerpo mas que de un aumento en el volumen de distribucion del anticuerpo.
Los anticuerpos de la invencion comprenden una regién constante de IgG4 humana que comprende una mutacion
de region bisagra. La mutacién de region bisagra comprende mutacién de serina en la posicion de aminoacido 108
de SEQ ID NO: 9 (en la que SEQ ID NO: 9 muestra la secuencia de aminoacidos de la regién constante natural de
IgG4 humana). La mutacion de region bisagra comprende mutacion de la serina en la posicion de aminoacido 108
de SEQ ID NO: 9 a prolina. La region constante de IgG4 humana comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 10.

[0079] Un anticuerpo anti-NGF de la invencion muestra una semivida de eliminaciéon terminal
inesperadamente larga, tal como una semivida de eliminacién terminal en un mono cynomolgus de al menos 15 dias
y normalmente en el intervalo de aproximadamente 15 a aproximadamente 22 dias (o en un intervalo de 15-22 dias),
0 en un intervalo de aproximadamente 15 dias a aproximadamente 28 dias (o en un intervalo de 15-28 dias) o en un
intervalo de aproximadamente 21 dias a aproximadamente 28 dias (0 en un intervalo de 21-28 dias). Este anticuerpo
anti-NGF estabilizado también muestra una semivida de eliminacién terminal en ratas de al menos 8 dias,
normalmente en el intervalo de aproximadamente 8 a aproximadamente 9 dias (o0 en un intervalo de 8-9 dias). Tal
como se describe en detalle en el Ejemplo 4, PG110, un anticuerpo anti-NGF de la invencion, muestra una semivida
de eliminacién terminal media en monos cynomolgus de al menos 15 dias y normalmente mas prolongada. Por
ejemplo, en un estudio con monos cynomolgus, se observé una semivida de eliminacién terminal media en un
intervalo de aproximadamente 15 a aproximadamente 22 dias. En otro estudio con monos cynomolgus, se observo
una semivida de eliminacién terminal media en un intervalo de aproximadamente 21 a aproximadamente 28 dias.
Ademas, PG110 muestra una semivida de eliminacion terminal media en ratas de aproximadamente 8 a
aproximadamente 9 dias. Ademas, como se conoce en la técnica que la semivida de eliminacién terminal de 1gG en
seres humanos es aproximadamente el doble que en los monos, se ha predicho que los anticuerpos anti-NGF de la
invencion, tales como PG110, tendran una semivida de eliminacion terminal en seres humanos de al menos 10-30
dias, o al menos 10 dias, o al menos 15 dias, o al menos 20 dias, 0 al menos 25 dias, o0 méas preferentemente al
menos 30 dias o al menos 40 dias, o en un intervalo de aproximadamente 10 dias a aproximadamente 40 dias (0 en
el intervalo de 10-40 dias) o en un intervalo de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 dias (o en un intervalo
de 15-30 dias). De forma adicional o alternativa, el anticuerpo puede mostrar una semivida farmacolégica media en
seres humanos de al menos 30 dias, o al menos 35 dias, o al menos 40 dias, o en un intervalo de al menos cuatro a
seis semanas (0 en un intervalo de cuatro a seis semanas), 0 en un intervalo de al menos cuatro a siete semanas (0
en un intervalo de cuatro a siete semanas) o en un intervalo de al menos cuatro a ocho semanas (0 en un intervalo
de cuatro a ocho semanas). Tal como se describe adicionalmente en el Ejemplo 8, se ha mostrado que un
anticuerpo anti-NGF de la invencion tiene una semivida farmacol6gica media en seres humanos en los intervalos
mencionados anteriormente.

[0080] La semivida de eliminacién terminal para PG110 en monos cynomolgus es considerablemente mas
larga que la semivida que se ha comunicado en la técnica para otros anticuerpos IgG4 en monos cynomolgus. Por
ejemplo, se ha comunicado una semivida de aproximadamente 40-90 horas (aproximadamente 1,6-3,8 dias) en
monos cynomolgus para CDP571, un anticuerpo anti-TNF IgG4 (véase Stephens, S. y col. (1995) Immunol. 85: 668-
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674). Analogamente, se ha comunicado una semivida de aproximadamente 3 dias en monos cynomolgus para
natalizumab, un anticuerpo antiintegrina IgG4 (véase Refusal CHMP Assessment Report for Natalizumab, European
Medicines Agency, Londres, 15 de noviembre de 2007, Doc. Ref. EMEA/CHMP/8203/2008).

[0081] La mutacién de regién bisagra usada en la invencién es una mutacion de serina a prolina en la
posicion 108 en SEQ ID NO: 9. Esta mutacion ha sido descrita anteriormente en la técnica (véase Angal, S. y col.
(2993) Mol. Immunol. 30:105-108) y se ha comunicado que elimina la heterogeneidad de moléculas 1gG4, en
particular la formacién de semianticuerpos que contienen una Unica cadena pesada y una Unica cadena ligera. En
consecuencia, en la presente memoria descriptiva se describe también la sustitucion de un aminoacido distinto de la
prolina en la posicién 108 de SEQ ID NO: 9, en el que la sustitucion consigue el mismo efecto que la mutacién Ser a
Pro en la eliminacién de la heterogeneidad de la molécula IgG4 (por ejemplo, la formacién de semianticuerpos). La
capacidad de una mutacion en la posicién 108 para eliminar la heterogeneidad de la molécula IgG4 puede ser
valorada tal como se describe en Angal y col. (1993), véase mas arriba.

[0082] Ademas de, o de forma alternativa a, la modificacion en la posicion 108 de SEQ ID NO: 9, se han
descrito otras mutaciones de regién bisagra IgG que mejoran la afinidad de la interaccién FcRn-1gG, lo que produce
una semivida extendida para la IgG modificada. Entre los ejemplos de dichas modificaciones adicionales o
alternativas se incluyen mutaciones en uno o mas residuos de regioén constante de IgG correspondientes a: Thr250,
Met252, Ser254, Thr256, Thr307, Glu308, Met428, His433 y/o Asn434 (tal como se describe adicionalmente en
Shields, R.L. y col. (2001) J. Biol. Chem. 276: 6591-6604; Petkova, S.B. y col. (2006) Int. Immunol. 18: 1759-1769;
Hinton, P.R. y col. (2004) J. Biol. Chem. 279: 6213-6216; Kamei, D.T. y col. (2005) Biotechnol. Bioeng. 92: 748-760;
Vaccaro, C. y col. (2005) Nature Biotechnol. 23: 1283-1288; Hinton, P.R. y col. (2006) J. Immunol. 176: 346-356).

[0083] Como alternativas adicionales a las mutaciones de regién bisagra, se han descrito otras
modificaciones de estabilizacion de la region constante de IgG4. Por ejemplo, una mutacion de la regién constante
de 1gG4 humana puede comprender la sustitucion de la region CH3 de IgG4 por una regién CH3 de IgG1, la
sustitucion de las regiones CH2 y CH3 de IgG4 por las regiones CH2 y CH3 de 1gG4 o la sustitucién de la arginina
en la posicién 409 de la regién constante de IgG4 (segun numeracion de Kabat) por una lisina, tal como se describe
adicionalmente en la publicaciéon de patente de EE.UU. 2008/0.063.635. Una mutacion de la region constante de
IgG4 humana puede comprender la sustituciéon de Arg409, Phe405 o Lys370 (segun numeracion de Kabat), tal como
la sustitucion de Arg409 por Lys, Ala, Thr, Met o Leu, o la sustitucién de Phe405 por Ala, Val, Gly o Leu, tal como se
describe adicionalmente en la publicacion PCT WO-2008/145.142.

[0084] Puede introducirse una mutacién deseada en el dominio de region constante de IgG4 humana usando
técnicas estandar de ADN recombinante, tales como mutagenia dirigida al sitio o mutagenia mediada por PCR de un
acido nucleico que codifica la region constante de IgG4 humana. Ademas, puede introducirse ADN que codifica una
regiéon variable de cadena pesada de anticuerpo en un vector de expresién que codifica una region constante de
IgG4 humana mutada de manera que la region variable y la regién constante quedan ligadas operativamente, para
crear de este modo un vector que codifica una cadena pesada de inmunoglobulina de longitud completa en la que la
region constante es una region constante de 1gG4 humana mutada. A continuacion puede usarse el vector de
expresion para expresar la cadena pesada de inmunoglobulina de longitud completa usando procedimientos
estandar de expresion de proteina recombinante. Por ejemplo, un anticuerpo anti-NGF de la invencién puede
construirse tal como se describe en mayor detalle en el Ejemplo 1.

[0085] La semivida de eliminacién terminal de un anticuerpo puede determinarse usando procedimientos
estandar conocidos en la técnica. Por ejemplo, después de la administracion del anticuerpo a un sujeto (por ejemplo,
un mono cynomolgus, una rata Sprague-Dawley), pueden obtenerse muestras de sangre en diversos puntos de
tiempo después de la administracion y la concentracion de anticuerpo en el suero las muestras de sangre puede
determinarse usando una técnica conocida en la técnica para determinar concentracion de anticuerpos (por ejemplo,
un ensayo ELISA). El célculo de la semivida terminal del anticuerpo puede realizarse mediante procedimientos
farmacocinéticos conocidos, usando por ejemplo un sistema informatico y un software disefiados para calcular
parametros farmacocinéticos (un ejemplo no limitativo de los cuales es el SNBL USA Pharmacokinetics Analysis
System con software WinNonlin).

B. Regiones variables de anticuerpos

[0086] Las regiones variables de anticuerpos preferidas para su uso en el anticuerpo anti-NGF de la
invencion son las regiones variables de cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo PG110. La regién variable de
cadena pesada de PG110 se muestra en SEQ ID NO: 1y la regién variable de cadena ligera de PG110 se muestra
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en SEQ ID NO: 2. En consecuencia, en una realizacion, el anticuerpo anti-NGF de la invencion comprende una
regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. En otra
realizacién, el anticuerpo anti-NGF de la invenciéon comprende una region variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. En otra realizacion mas, el anticuerpo anti-NGF de la invencién
comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1y
una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

[0087] La secuencia de aminoacidos de longitud completa de la cadena pesada de PG110 (regiones
variables y constantes) se muestra en SEQ ID NO: 13. Esta cadena pesada puede prepararse a partir de una
cadena pesada precursora, que incluye una secuencia de guia o de sefial, tal como la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 12. La cadena pesada precursora de SEQ ID NO: 12 es codificada por la secuencia de
nucleo6tidos mostrada en SEQ ID NO: 11.

[0088] La secuencia de aminoacidos de longitud completa de la cadena ligera de PG110 (regiones variables
y constantes) se muestra en SEQ ID NO: 16. Esta cadena ligera puede prepararse a partir de una cadena ligera
precursora, que incluye una secuencia de guia o de sefial, tal como la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ
ID NO: 15. La cadena ligera precursora de SEQ ID NO: 15 es codificada por la secuencia de nucle6tidos mostrada
en SEQ ID NO: 14.

[0089] En consecuencia, en otra realizacion, la invencién proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se
define en las reivindicaciones que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 13, en la que el anticuerpo tiene una semivida en suero en un mono cynomolgus de al menos 15 dias.
En otra realizacion, la semivida en suero en un mono cynomolgus puede estar comprendida en un intervalo de
aproximadamente 15 dias a aproximadamente 22 dias (o en un intervalo de 15-22 dias). En otras realizaciones, la
semivida en suero en una rata puede ser de al menos 8 dias o estar comprendida en un intervalo de
aproximadamente 8 dias a aproximadamente 9 dias (o en un intervalo de 8-9 dias). En otras realizaciones mas, la
semivida en suero en un ser humano puede ser de al menos 10-30 dias, o al menos 10 dias, o al menos 15 dias, o
al menos 20 dias, 0 al menos 25 dias, o al menos 30 dias o al menos 40 dias o estar comprendida en un intervalo
de aproximadamente 10 dias a aproximadamente 40 dias (o en un intervalo de 10-40 dias) o en un intervalo de
aproximadamente 15 a aproximadamente 30 dias (o en un intervalo de 15-30 dias). De forma adicional o alternativa,
el anticuerpo puede mostrar una semivida farmacologica media en seres humanos de al menos 30 dias, o al menos
35 dias, o al menos 40 dias, o en un intervalo de al menos cuatro a seis semanas (0 en un intervalo de cuatro a seis
semanas), o en un intervalo de al menos cuatro a siete semanas (o en un intervalo de cuatro a siete semanas) o en
un intervalo de al menos cuatro a ocho semanas (0 en un intervalo de cuatro a ocho semanas). Preferentemente, la
cadena pesada es codificada por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 11. Preferentemente, la cadena ligera
del anticuerpo comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16. Preferentemente, la cadena ligera es
codificada por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 14.

[0090] En otra realizacién mas, la invencién proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se define en las
reivindicaciones que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
13 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16.

[0091] La memoria descriptiva describe un anticuerpo anti-NGF que comprende una cadena pesada
codificada por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 11 y una cadena ligera codificada por la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO: 14.

[0092] Dado que la especificad de la unién de PG110 es proporcionada por las regiones determinantes de
complementariedad (CDR) del dominio variable, el anticuerpo anti-NGF de la invencion comprende las CDR de la
cadena pesada de PG110, y la cadena ligera de PG110. Las CDR de cadena pesada 1, 2 y 3 de PG110 se
muestran en SEQ ID NO: 3, 4 y 5, respectivamente. Las CDR de cadena ligera 1, 2 y 3 de PG110 se muestran en
SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. En consecuencia, el anticuerpo anti-NGF de la invencién comprende una
regién variable de cadena pesada que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3, 4 y 5, respectivamente. El anticuerpo anti-NGF de la invencion también comprende una region
variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6, 7 y 8, respectivamente. El anticuerpo anti-NGF de la invencion comprende asi una region variable de cadena
pesada que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, 4 y 5,
respectivamente, y comprende una region variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las
secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente.
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[0093] El anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como se define en las reivindicaciones puede comprender
regiones variables de cadenas pesadas y ligeras que comprende secuencias de aminoacidos que son homdlogas
con regiones variables de cadenas pesadas y/o ligeras de PG110, y en el que los anticuerpos conservan la
estabilidad in vivo mejorada mostrada por PG110. Por ejemplo, la regién variable de cadena pesada del anticuerpo
anti-NGF puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos homdloga al 90%, mas
preferentemente al menos homéloga al 95%, mas preferentemente al menos homodloga al 97% y mas
preferentemente todavia al menos homdloga al 99% a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1. La region
variable de cadena ligera del anticuerpo anti-NGF puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al
menos homéloga al 90%, mas preferentemente al menos homologa al 95%, mas preferentemente al menos
homéloga al 97% y mas preferentemente todavia al menos homéloga al 99% a la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 2.

[0094] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el porcentaje de homologia entre dos secuencias
de aminoéacidos es equivalente al porcentaje de identidad entre las dos secuencias. El porcentaje de identidad entre
las dos secuencias es funcion del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % de
homologia = # de posiciones idénticas/# total de posiciones x 100), teniendo en cuenta el nimero de huecos, y la
longitud de cada hueco, que debe introducirse para la alineacion optima de las dos secuencias. La comparacion de
secuencias y la determinacién del porcentaje de identidad entre dos secuencias pueden realizarse usando un
algoritmo matematico. Por ejemplo, el porcentaje de identidad entre dos secuencias de aminoéacidos puede
determinarse usando el algoritmo de E. Meyers y W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4: 11-17 (1988)) que ha sido
incorporado en el programa ALIGN (version 2.0), usando una tabla de residuos de pesos PAM120, una penalizacién
por longitud de hueco de 12 y una penalizacion por hueco de 4. Ademas, el porcentaje de identidad entre dos
secuencias de aminoacidos puede determinarse usando el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. 48: 444-
453 (1970)) que se ha incorporado en el programa GAP en el paquete de software GCG (disponible en
http://www.gcg.com), usando una matriz Blossum 62 o una matriz PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8,
6 6 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4,56 6.

[0095] El anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como se define en las reivindicaciones puede comprender
regiones variables de cadenas pesadas y ligeras que comprende las secuencias de aminoacidos de las regiones
variables de cadenas pesadas y/o ligeras de PG110 pero en las que se han introducido una o0 mas sustituciones
conservadoras en la o las secuencias de manera que el anticuerpo conserva la estabilidad in vivo mejorada
mostrada por PG110. Por ejemplo, la region variable de cadena pesada del anticuerpo anti-NGF puede comprender
una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 con la salvedad de
1, 2, 3, 4 6 5 sustituciones de aminoacidos conservadoras en comparacion con SEQ ID NO: 1. La region variable de
cadena ligera del anticuerpo anti-NGF puede comprender una secuencia de aminoacidos que es idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 con la salvedad de 1, 2, 3, 4 6 5 sustituciones de aminoacidos
conservadoras en comparacion con SEQ ID NO: 2.

[0096] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, el término "sustitucion de aminoacido
conservadora" pretende referirse a modificaciones de aminoacido que no afectan o alteran significativamente las
caracteristicas de union o estabilidad del anticuerpo que contiene la secuencia de aminoacidos. Dichas
modificaciones conservadoras incluyen sustituciones, adiciones y deleciones de aminoacidos. Las modificaciones
pueden introducirse en un anticuerpo de esta descripcion mediante técnicas estandar conocidas en la técnica, tales
como mutagenia dirigida al sitio y mutagenia mediada por PCR. Las sustituciones de aminoacidos conservadoras
son aquéllas en las que el residuo de aminoacidos es sustituido por un residuo de aminoacidos que tiene una
cadena lateral similar. En la técnica se han definido familias de residuos de aminoacidos que tienen cadenas
laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina,
histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares no
cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina, tripté6fano), cadenas
laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadenas
laterales ramificada en beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo,
tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Asi, uno o mas residuos de aminoacidos dentro de las regiones variables
de PG110 pueden ser sustituidos por otros residuos de aminoacidos de la misma familia de cadenas laterales y el
anticuerpo alterado puede someterse a ensayo en cuanto a la conservacion de la funcion usando los ensayos
funcionales descritos en la presente memoria descriptiva.

[0097] El anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como se define en las reivindicaciones puede comprender

regiones de unién a antigenos (es decir, regiones variables) que se unen al mismo epitopo en NGF que el
anticuerpo PG110 o que mantienen competencia cruzada por la unién a NGF con PG110. En consecuencia, el
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anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como se define en las reivindicaciones puede competir por la union a NGF
con un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 1 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 2.

[0098] Dichos anticuerpos en competencia cruzada pueden identificarse basandose en su capacidad para la
competencia cruzada con PG110 en ensayos estandar de unién a NGF. Por ejemplo, pueden usarse ensayos ELISA
estandar en los que se inmoviliza una proteina de NGF recombinante (por ejemplo, NGF-B humano) en la placa, se
marca uno de los anticuerpos por fluorescencia y se evalla la capacidad de anticuerpos no marcados para competir
con la union del anticuerpo marcado. De forma adicional o alternativa, es posible usar analisis BIAcore para evaluar
la capacidad de los anticuerpos para la competencia cruzada. Los ensayos de unién adecuados que pueden usarse
para probar la capacidad de un anticuerpo de competir por la union a NGF con un anticuerpo que comprende una
regiéon variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una regién
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 se describen en mayor
detalle en el Ejemplo 2.

[0099] En otras realizaciones adicionales, un anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como se define en las
reivindicaciones muestra una o mas propiedades funcionales del anticuerpo PG110. Por ejemplo, un anticuerpo anti-
NGF de la invencién puede mostrar una o mas de las siguientes propiedades funcionales:

a) se une a NGF humano pero no se une a factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) humano, neurotrofina 3
(NT-3) humana o neurotrofina 4 (NT-4) humana;

b) se une a NGF humano o de rata con una Kp de 100 pM 0 menos;

c) inhibe la unién de NGF a TrkA o p75"™;

d) inhibe la proliferacion dependiente de NGF de células TF-1;

e) inhibe la supervivencia del ganglio de la raiz posterior de pollo dependiente de NGF;
f) inhibe el crecimiento de neuritas en células PC12 dependiente de NGF.

Estas propiedades funcionales pueden valorarse usando los ensayos in vitro expuestos en detalle en los Ejemplos 2
y 3. Con respecto a la union especifica del anticuerpo a NGF humano, tal como se usa en la presente memoria
descriptiva, el término “no se une a factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina 3 (NT-3) humana o
neurotrofina 4 (NT-4) humana” pretende significar que la magnitud de unién observada del anticuerpo a BDNF, NT-3
0 NT-4, en un ensayo de unién estandar (por ejemplo, ELISA, u otro ensayo in vitro adecuado tal como se describe
en los Ejemplos) es comparable con los niveles de unién de base (por ejemplo, para un anticuerpo de control), por
ejemplo no mas de 2 veces por encima de los niveles de base, o menos del 5% de unién a BDNF, NT-3 o NT-4 en
comparacién con unién a NGF humano (en el que el nivel de unién a NGF humano se determina como la unién al
100%).

[0100] En otra realizacién mas, la invencién proporciona un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso
(NGF) tal como se define en las reivindicaciones que comprende una regiéon constante de IgG4 humana, en el que la
region constante de IgG4 humana comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, y en el que el
anticuerpo se une a NGF humano o de rata con una Kp de 100 pM o menos (o, alternativamente, con una Kp de 300
pM o menos, 200 mP o menos, 150 pM o0 menos, 75 pM 0 menos 0 50 pM 0 menos), inhibe la unién de NGF a TrkA
o] p75NTR con una ICsg de 250 pM o menos (0, alternativamente, con una ICso de 500 pM o menos, 400 pM 0 menos,
300 pM o menos o 200 pM o menos), e inhibe la proliferacién dependiente de NGF de células TF-1 con una ICso de
50 ng/ml o menos (0, alternativamente, con una ICso de 150 ng/ml o menos, 100 ng/ml o menos, 75 ng/ml 0 menos o
40 ng/ml o menos). Preferentemente, el anticuerpo tiene una semivida de eliminacion terminal media en seres
humanos de al menos 10-30 dias, o al menos 10 dias, o al menos 15 dias, o al menos 20 dias, o al menos 25 dias,
0 al menos 30 dias o en un intervalo de aproximadamente 10 dias a aproximadamente 40 dias (0 en un intervalo de
10-40 dias) o en un intervalo de aproximadamente 15 dias a aproximadamente 30 dias (0 en un intervalo de 15-30
dias). De forma adicional o alternativa, el anticuerpo puede mostrar una semivida farmacoldgica media en seres
humanos de al menos 30 dias, o al menos 35 dias, o al menos 40 dias, o en un intervalo de al menos cuatro a seis
semanas (0 en un intervalo de cuatro a seis semanas), o en un intervalo de al menos cuatro a siete semanas (0 en
un intervalo de cuatro a siete semanas) o0 en un intervalo de al menos cuatro a ocho semanas (o en un intervalo de
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cuatro a ocho semanas). De forma adicional o alternativa, el anticuerpo puede mostrar una semivida de eliminacién
terminal media en un mono cynomolgus de al menos 15 dias y normalmente en el intervalo de aproximadamente 15
a aproximadamente 22 dias (0 en un intervalo de 15-22 dias), 0 en un intervalo de aproximadamente 15 dias a
aproximadamente 28 dias (0 en un intervalo de 15-28 dias) o en un intervalo de aproximadamente 21 dias a
aproximadamente 28 dias (o0 en un intervalo de 21-28 dias). De forma adicional o alternativa, el anticuerpo puede
mostrar una semivida de eliminacion terminal en ratas de al menos 8 dias, normalmente en el intervalo de
aproximadamente 8 a aproximadamente 9 dias (o en un intervalo de 8-9 dias). El anticuerpo puede mostrar ademas
una o mas propiedades funcionales adicionales, tales como unién a NGF humano pero no unién a factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) humano, neurotrofina 3 (NT-3) humana o neurotrofina 4 (NT-4) humana; inhibicion de la
supervivencia del ganglio de la raiz posterior de pollo dependiente de NGF; y/o inhibicién del crecimiento de neuritas
en células PC12 dependiente de NGF. Preferentemente, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos
aproximadamente una semana a aproximadamente doce semanas después de la administraciéon de una dosis Unica
del anticuerpo anti-NGF a un sujeto. El anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada que
comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, 4 y 5, respectivamente, y
una region variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente. Preferentemente, el anticuerpo comprende una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o el anticuerpo comprende una region
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, o el anticuerpo comprende
una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una regién
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, o el anticuerpo compite
por la union a NGF con un anticuerpo que comprende una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

[0101] En otra realizacion mas, el anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como se define en las
reivindicaciones no muestra un efecto de rebote cuando se administra a un sujeto (por ejemplo, el anticuerpo se
administra en una dosificaciéon y en una frecuencia tales que se evita un efecto de rebote en el sujeto). Se ha
comunicado un efecto de rebote, en el que un anticuerpo anti-NGF muestra una reduccién de la eficacia en un sujeto
después de un periodo inicial de eficacia tras la administraciéon Unica o repetida, en modelos de animales y en
estudios clinicos de otros anticuerpos anti-NGF. Por ejemplo, dicho efecto referido como un "fenémeno de rebote",
se comunico para un anticuerpo anti-NGF de rata en un modelo de lesidn por constriccion crénica (LCC) en ratas
(Ro, L-S. y col. (1999) Pain 79: 265-274). Ademas, se han comunicado estudios de dolor clinico con el anticuerpo
anti-NGF tanezumab (también conocido como RN624, E3, Registro CAS n° 880266-57-9) en los que se observé un
periodo de aumento de los episodios adversos, tales como sensibilidad al tacto y sensacién de 'pinchazos’, después
de un periodo analgésico inicial (véase presentacion de Hefti, Franz F., Rinat Neuroscience, LSUHSC, Shreveport,
Louisiana, 26 de septiembre de 2006). Aunque sin pretender estar limitado por el mecanismo, se cree que la
semivida de eliminacion terminal prolongada de los anticuerpos anti-NGF de la invencion les permite evitar la
exhibiciéon de un efecto de rebote. Asi, otras ventajas de los anticuerpos anti-NGF de la invencién incluyen una
actividad in vivo mas consistente y prolongada en comparaciéon con otros anticuerpos anti-NGF de la técnica
anterior. Dada la semivida de eliminacion terminal prolongada de los anticuerpos anti-NGF de la invencion, pueden
usarse dosificaciones menores (en comparacion con otros anticuerpos anti-NGF), y el anticuerpo puede usarse en
intervalos mas frecuentes si fuera necesario, de manera que pueden escogerse los regimenes de dosificacion y
tiempo del tratamiento de manera que se evite un efecto de rebote en el sujeto.

[0102] En otra realizacion mas, el anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como se define en las
reivindicaciones es capaz de aliviar el dolor durante un periodo largo en un sujeto, por ejemplo el anticuerpo es
capaz de aliviar el dolor durante un periodo de al menos aproximadamente una semana a aproximadamente doce
semanas (o durante una semana a doce semanas), después de la administracion de una dosis Unica del anticuerpo
anti-NGF a un sujeto. En una realizacion, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos
aproximadamente una semana (0 al menos una semana) después de la administracion de una dosis Unica del
anticuerpo anti-NGF a un sujeto. En otra realizacién, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos
aproximadamente dos semanas (0 al menos dos semanas) después de la administracion de una dosis Unica del
anticuerpo anti-NGF a un sujeto. En otra realizacién, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos
aproximadamente cuatro semanas (0 al menos cuatro semanas) después de la administracién de una dosis Unica
del anticuerpo anti-NGF a un sujeto. En otra realizacion, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos
aproximadamente ocho semanas (0 al menos ocho semanas) después de la administracion de una dosis Unica del
anticuerpo anti-NGF a un sujeto. En otra realizacion, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos
aproximadamente doce semanas (0 al menos doce semanas) después de la administracion de una dosis Unica del
anticuerpo anti-NGF a un sujeto. En otra realizacion, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos
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aproximadamente cuatro semanas a aproximadamente doce semanas (0 durante cuatro semanas a doce semanas)
después de la administracion de una dosis Unica del anticuerpo anti-NGF a un sujeto. En otra realizacion, el
anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos aproximadamente ocho semanas a aproximadamente doce
semanas (0 durante ocho semanas a doce semanas) después de la administracion de una dosis Unica del
anticuerpo anti-NGF a un sujeto.

[0103] La capacidad del anticuerpo de aliviar el dolor en un sujeto puede valorarse usando ensayos
establecidos en la técnica. Se describen modelos de animales adecuados para evaluar la duracion de alivio del dolor
por un anticuerpo anti-NGF, por ejemplo, en la publicacién PCT n® W0-2006/131.951 y la publicacién de patente de
EE.UU. 2008/0.182.978. Entre los ejemplos no limitativos de dichos modelos de animales se incluyen un modelo de
dolor neuropatico evocado por constriccion cronica del nervio ciatico, un modelo de dolor posquirdrgico que implica
incisién de la pata trasera, un modelo de dolor por artritis reumatoide que implica artritis inducida por adyuvante de
Freund completo (AFC) y modelos de dolor por cancer tal como se describe en Halvorson, K.G. y col. (2005) Cancer
Res. 65: 9426-9435 y Sevcik, M.A. y col. (2005) Pain 115: 128-141: Ademas, el alivio del dolor puede evaluarse
clinicamente en seres humanos y la duracion del alivio del dolor puede determinarse basandose en los niveles de
dolor comunicados por el sujeto o los sujetos humanos que estan recibiendo tratamiento con el anticuerpo anti-NGF.

[0104] Los anticuerpos anti-NGF pueden comprender una region variable de cadena pesada y/o una regién
variable de cadena ligera de un anticuerpo anti-NGF descrito en la técnica. Por ejemplo, en la presente memoria
descriptiva se describe una regién variable de cadena pesada y/o una region variable de cadena ligera de un
anticuerpo anti-NGF tal como se describe en la publicacion PCT n°® W0-2001/78.698, la publicacion PCT n® WO-
2001/64.247, la publicacion PCT n°® W0O-2002/096.458, la publicacién PCT n°® W0-2004/032.870, la publicacion PCT
n°® WO-2004/058.184, la publicacion PCT n°® WO-2005/061.540, la publicacion PCT n°® WO-2005/019.266, la
publicacion PCT n°® WO0-2006/077.441, la publicacion PCT n°® WO0-2006/131.951, la publicacion PCT n°® WO-
2006/110.883, la publicacion PCT n°® W0-2009/023.540, la patente de EE.UU. n° 7.449.616; la publicacion de
EE.UU. n°® US-2005/0.074.821, la publicacién de EE.UU. n°® US-2008/0.033.157, la publicacién de EE.UU. n® US-
2008/0.182.978 o la publicacion de EE.UU. n° US-2009/0.041.717.

[0105] Un anticuerpo anti-NGF puede comprender una regién variable de cadena pesada y/o una regién
variable de cadena ligera de un anticuerpo anti-NGF que se prepara mediante un procedimiento estandar conocido
en la técnica para obtener anticuerpos monoclonales, tal como la técnica de hibridacion de células somaticas
estandar descrita por Kohler y Milstein (1975) Nature 256: 495 para crear anticuerpos monoclonales no humanos
(anticuerpos que a continuaciéon pueden ser humanizados), asi como procedimientos o técnicas de bibliotecas de
expresion de fagos que usan animales transgénicos que expresan genes de inmunoglobulina humana. Las técnicas
de bibliotecas de expresion de fagos para seleccidn de anticuerpos se describen, por ejemplo, en McCafferty y col.,
Nature, 348: 552-554 (1990). Clarkson y col., Nature, 352: 624-628 (1991), Marks y col., J. Mol. Biol., 222: 581-597
(1991) y Hoet y col. (2005) Nature Biotechnology 23, 344-348; patentes de EE.UU. n°® 5.223.409; 5.403.484; y
5.571.698 para Ladner y col.; patentes de EE.UU. n° 5.427.908 y 5.580.717 para Dower y col.; patentes de EE.UU.
n°® 5.969.108 y 6.172.197 para McCafferty y col.; y patentes de EE.UU. n® 5.885.793; 6.521.404; 6.544.731,
6.555.313; 6.582.915 y 6.593.081 para Griffiths y col. Los procedimientos de uso de animales transgénicos que
expresan genes de inmunoglobulina humana para preparar anticuerpos se describen, por ejemplo, en Lonberg, y
col. (1994) Nature 368(6474): 856-859; Lonberg, N. y Huszar, D. (1995) Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93, Harding, F.
y Lonberg, N. (1995) Ann. N.Y. Acad. Sci. 764: 536-546; patentes de EE.UU. n° 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126;
5.633.425; 5.789.650; 5.877.397; 5.661.016; 5.814.318; 5.874.299; y 5.770.429; todas para Lonberg y Kay; patente
de EE.UU. n°® 5.545.807 para Surani y col.; publicaciones PCT n°® W0-92/03.918, W0-93/12.227, W0-94/25.585,
WO0-97/13.852, W0-98/24.884 y W0-99/45.962, todas para Lonberg y Kay; publicaciones PCT W0-02/43.478 para
Ishida y col., patentes de EE.UU. n° 5.939.598; 6.075.181; 6.114.598; 6.150.584 y 6.162.963 para Kucherlapati y col.

[0106] En varias realizaciones, un anticuerpo anti-NGF de la invencién tal como se define en las
reivindicaciones puede ser un anticuerpo quimérico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano. Ademas, el
anticuerpo puede ser uno en el que se hayan eliminado los epitopos potenciales de linfocitos T. Los procedimientos
de eliminacién de epitopos potenciales de linfocitos T para reducir con ello la potencial inmunogenicidad de un
anticuerpo se han descrito en la técnica (véase por ejemplo, publicacién de patente de EE.UU. n° 2003/0.153.043 de
Carry col.).

[0107] Un anticuerpo o parte de anticuerpo de la invencion tal como se define en las reivindicaciones puede
derivarse de o ligarse con otra molécula funcional (por ejemplo, otro péptido o proteina). En consecuencia, los
anticuerpos y partes de anticuerpos de la invencién pretenden incluir formas derivadas y modificadas por otros
medios de los anticuerpos PG110 descritos en la presente memoria descriptiva. Por ejemplo, un anticuerpo o parte
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de anticuerpo de la invencion puede estar ligado funcionalmente (por acoplamiento quimico, fusion genética,
asociacion no covalente u otros) a una o mas entidades moleculares, tales como otro anticuerpo (por ejemplo, un
anticuerpo biespecifico o un diacuerpo), un agente detectable, un agente citotéxico, un agente farmacéutico y/o una
proteina o péptido que puede mediar la asociacién del anticuerpo o parte de anticuerpo con otra molécula (tal como
una region nucleo de estreptavidina o una etiqueta de polihistidina).

[0108] Un tipo de anticuerpo derivado se produce por entrecruzamiento de dos o mas anticuerpos (del mismo
tipo o de tipos diferentes, por ejemplo, para crear anticuerpos biespecificos). Entre los agentes de entrecruzamiento
adecuados se incluyen aquéllos que son heterobifuncionales, que tienen dos grupos reactivos claramente separados
por un separador apropiado (por ejemplo, éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida) u homobifuncionales
(por ejemplo, suberato de disuccinimidilo). Dichos agentes de entrecruzamiento estan disponibles en Pierce
Chemical Company, Rockford, IL.

[0109] Entre los agentes detectables Utiles con los que puede derivarse un anticuerpo o parte de anticuerpo
de la invencion se incluyen compuestos fluorescentes. Entre los ejemplos de agentes detectables fluorescentes se
incluyen fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, cloruro de 5-dimetilamina-1-naftalenosulfonilo y
ficoeritrina. Un anticuerpo puede derivarse también con enzimas detectables, tales como fosfatasa alcalina,
peroxidasa de rabano picante y glucosa-oxidasa. Cuando un anticuerpo se deriva con una enzima detectable, es
detecta por la adicién de reactivos adicionales que la enzima usa para producir un producto de reaccion detectable.
Por ejemplo, cuando esta presente como agente detectable la peroxidasa de rabano picante, la adicién de peréxido
de hidrégeno y diaminobencidina conduce a un producto de reaccion coloreado, que es detectable. Un anticuerpo
puede derivarse también con biotina, y detectarse a través de medida indirecta de la uni6on a avidina o
estreptavidina.

I1l. Produccién de anticuerpos

[0110] Otro aspecto de la presente descripcién se refiere a moléculas de acidos nucleicos tal como se define
en las reivindicaciones que codifican los anticuerpos de la presente descripcion. Los acidos nucleicos pueden estar
presentes en células enteras, en un lisado celular o en una forma parcialmente purificada o sustancialmente pura.
Un &cido nucleico es "aislado" o "convertido en sustancialmente puro" cuando se purifica a partir de otros
componentes celulares u otros contaminantes, por ejemplo, otros acidos nucleicos o proteinas celulares, mediante
técnicas estandar, lo que incluye tratamiento alcalino/SDS, bandas de CsCl, cromatografia en columna,
electroforesis en gel de agarosa y otros procedimientos bien conocidos en la técnica. Véase, F. Ausubel, y col., ed.
(1987) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing and Wiley Interscience, Nueva York. Un acido
nucleico de la presente descripcion puede ser, por ejemplo, ADN o ARN y puede contener o no secuencias
intrénicas. En una realizacion preferida, el acido nucleico es una molécula de ADNc. Los &cidos nucleicos de la
presente descripcion pueden obtenerse usando técnicas estandar de biologia molecular.

[0111] Una molécula preferida de acido nucleico de la invencion comprende la secuencia de nucleétidos de
SEQ ID NO: 11. Otra molécula preferida de acido nucleico de la invencion comprende la secuencia de nucleétidos
de SEQ ID NO: 14.

[0112] Una vez que se obtienen fragmentos de ADN que codifican segmentos de Vy y V|, estos fragmentos
de ADN pueden manipularse adicionalmente mediante técnicas estandar de ADN recombinante, por ejemplo para
convertir los genes de la region variable en genes de cadena de anticuerpos de longitud completa de manera que la
regién variable esta ligada operativamente a la regién constante (véase por ejemplo, Ejemplo 1). El término "ligado
operativamente”, tal como se usa en este contexto, pretende significar que los dos fragmentos de ADN estan unidos
de manera que las secuencias de aminoacidos codificadas por los dos fragmentos de ADN permanecen en marco.

[0113] Los anticuerpos pueden producirse en una célula hospedadora usando procedimientos conocidos en
la técnica (por ejemplo, Morrison, S. (1985) Science 229: 1202). Por ejemplo, para expresar los anticuerpos, los ADN
que codifican las cadenas pesadas y ligeras pueden insertarse en vectores de expresion de manera que los genes
estén ligados operativamente con secuencias de transcripcion y de traduccion. En este contexto, el término "ligado
operativamente" pretende significar que un gen de anticuerpo esta ligado en un vector de manera que las
secuencias de control de transcripcion y de traduccion dentro del vector sirven para su funcion pretendida de regular
la transcripcion y la traduccion del gen de anticuerpo. El vector de expresion y las secuencias de control de
expresion se eligen de manera que sean compatibles con la célula hospedadora de expresion usada. El gen de
cadena ligera del anticuerpo y el gen de cadena pesada del anticuerpo pueden insertarse en un vector separado o,
mas normalmente, los dos genes se insertan en el mismo vector de expresion. Los genes de anticuerpos se insertan
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en el vector de expresion mediante procedimientos estandar (por ejemplo, conexion de sitios de restriccion
complementarios en el fragmento de genes de anticuerpo y el vector, 0 unién de extremos romos si no existen sitios
de restriccion). Ademas, el vector de expresion recombinante puede codificar un péptido de sefial que facilita la
secrecién de la cadena de anticuerpos desde una célula hospedadora. El gen de cadena de anticuerpos puede ser
clonado en el vector de manera que el péptido de sefial se liga en marco con el terminal amino del gen de cadena de
anticuerpo. El péptido de sefial puede ser un péptido de sefial de inmunoglobulina o un péptido de sefial heterélogo
(es decir, un péptido de sefial de una proteina que no es una inmunoglobulina).

[0114] Ademas de los genes de cadenas de anticuerpos, los vectores de expresién recombinantes llevan
normalmente secuencias reguladoras que controlan la expresion de los genes de cadenas de anticuerpos en una
célula hospedadora. El término "secuencia reguladora” pretende incluir promotores, potenciadores y otros elementos
de control de expresion (por ejemplo, sefiales de poliadenilacion) que controlan la transcripcion o traduccién de los
genes de cadenas de anticuerpos. Dichas secuencias reguladoras se describen, por ejemplo, en Goeddel (Gene
Expression Technology. Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990)). Los expertos en la
materia observaran que el disefio del vector de expresion, incluida la seleccion de secuencias reguladoras, puede
depender de factores tales como la eleccién de la célula hospedadora que se va a transformar, el nivel de expresién
de proteina deseado, etc. Entre las secuencias reguladoras preferidas para expresion de células hospedadoras de
mamiferos se incluyen elementos viricos que dirigen altos niveles de expresion de proteinas en células de
mamiferos, tales como promotores y/o potenciadores derivados de citomegalovirus (CMV), virus del simio 40 (SV40),
adenovirus, (por ejemplo, el promotor tardio principal de los adenovirus (AdMLP)) y polioma. Alternativamente,
pueden usarse secuencias reguladoras no viricas, tales como el promotor de ubiquitina o el promotor de -globina.
Ademas, los elementos reguladores compuestos por secuencias de diferentes fuentes, tales como el sistema
promotor SRa, que contiene secuencias del promotor temprano de SV40 y la repeticion de terminal largo del virus
linfotropico T humano de tipo 1 (Takebe, Y.y col. (1988) Mol. Cell. Biol. 8: 466-472).

[0115] Ademas de los genes de cadenas de anticuerpos y secuencias reguladoras, los vectores de expresion
recombinantes pueden llevar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la replicacion del vector en
células hospedadoras (por ejemplo, origenes de replicacion) y genes marcadores seleccionables. EI gen marcador
seleccionable facilita la seleccion de células hospedadoras en las que ha sido introducido el vector (véanse, por
ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017, todas para Axel y col.). Por ejemplo,
normalmente el gen marcador seleccionable confiere resistencia a los farmacos, tales como G418, higromicina o
metotrexato, en una célula hospedadora en la que ha sido introducido el vector. Entre los genes marcadores
seleccionables preferidos se incluyen el gen de dihidrofolato-reductasa (DHFR) (para su uso en células
hospedadoras dhfr con seleccién/amplificacion de metotrexato) y el gen neo (para seleccion G418).

[0116] Para la expresién de las cadenas ligera y pesada, el o los vectores de expresion que codifican las
cadenas pesada y ligera son sometidos a transfeccion en una célula hospedadora mediante técnicas estandar. Las
diversas formas del término "transfeccion" pretenden comprender una amplia variedad de técnicas usadas
comunmente para la introduccién de ADN exdgeno en una célula hospedadora procariota o eucariota, por ejemplo,
electroporacion, precipitacién por fosfato de calcio y transfeccion por DEAE-dextrano. Aunque tedricamente es
posible expresar los anticuerpos en células hospedadoras procariotas o eucariotas, la expresién de anticuerpos en
células eucariotas, y con la maxima preferencia células hospedadoras de mamiferos, es la mas preferida dado que
en dichas células eucariotas, y en particular las células de mamiferos, es mas probable que en las células
procariotas que tenga lugar un ensamblaje y secrecion de un anticuerpo adecuadamente plegado e
inmunolégicamente activo. Se ha comunicado que la expresidn procariota de genes de anticuerpos es ineficaz para
la produccién de altos rendimientos de anticuerpo activo (Boss, M. A. y Wood, C. R. (1985) Immunology Today 6: 12-
13).

[0117] Entre las células hospedadoras de mamiferos preferidas para la expresion de los anticuerpos
recombinantes de la presente descripcion se incluyen las de ovario de hamster chino (células CHO) (incluidas
células dhfr-CHO, descritas en Urlaub y Chasin, (1980) Proc. Natal. Acad. Sci. USA 77: 4216-4220, usadas con un
marcador seleccionable DHFR, por ejemplo, como se describe en R. J. Kaufman y P. A. Sharp (1982) J. Mol. Biol.
159: 601-621), células de mieloma NSO, células COS y células SP2. Otro sistema de expresion preferido es el
sistema de expresion de genes GS desvelado en los documentos WO-87/04.462 (para Wilson), WO-89/01.036 (para
Bebbington) y EP-338.841 (para Bebbington). Cuando se introducen vectores de expresion recombinantes que
codifican genes de anticuerpos en células hospedadoras de mamiferos, los anticuerpos son producidos por cultivo
de las células hospedadoras durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la expresiéon del anticuerpo en las
células hospedadoras o, mas preferentemente, la secrecion del anticuerpo en el medio de cultivo en el que se
desarrollan las células hospedadoras. Los anticuerpos pueden recuperarse del medio de cultivo usando

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2514319713

procedimientos estandar de purificacion de proteinas.

[0118] En una realizaciéon preferida, la invencién proporciona un vector de expresidon que codifica un
anticuerpo anti-NGF tal como se define en las reivindicaciones, en el que el vector comprende la secuencia de
nucleétidos de SEQ ID NO: 11 que codifica una cadena pesada de anticuerpo y la secuencia de nucleétidos de SEQ
ID NO: 14 que codifica una cadena ligera de anticuerpo. Un vector de expresion preferido de la invencion comprende
el gen GS (glutamina-sintetasa). En otra realizacion preferida, la invencion proporciona una célula hospedadora que
comprende un vector de expresion de la invencién, tal como se define en las reivindicaciones. Una célula
hospedadora preferida de la invencion es una célula CHO (de ovario de hamster chino). En otra realizacion preferida
mas, la invencion proporciona un procedimiento de expresion de un anticuerpo anti-NGF tal como se define en las
reivindicaciones, que comprende el cultivo de una célula hospedadora que comprende un vector de expresion que
comprende la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 11 (que codifica una cadena pesada de anticuerpo) y la
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 14 (que codifica una cadena ligera de anticuerpo) de manera que se
expresa un anticuerpo anti-NGF que comprende una cadena pesada codificada por SEQ ID NO: 11 y una cadena
ligera codificada por SEQ ID NO: 14.

[0119] La memoria descriptiva describe un procedimiento para preparar un anticuerpo anti-NGF que tiene
una mutacién en una region constante del anticuerpo (por ejemplo, una mutacion de regién bisagra), comprendiendo
el procedimiento la introduccién de la mutacion apropiada en la regidn constante, por ejemplo mediante técnicas
estandar de ADN recombinante. Por ejemplo, la memoria descriptiva describe un procedimiento para preparar un
anticuerpo anti-NGF, en el que el anticuerpo comprende (i) una regioén variable de cadena pesada que comprende
las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, 4 y 5, respectivamente, (ii) una region
variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos de SEQ ID
NO: 6, 7 y 8, respectivamente, y (iii) una region constante de IgG4 humana, en el que la regién constante de IgG4
humana comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 (y, por ejemplo, en el que el anticuerpo tiene
una semivida de eliminaciéon terminal media en seres humanos de al menos 10-30 dias, o de forma adicional o
alternativa, tiene una semivida farmacol6gica media en seres humanos de al menos 30 dias, o al menos 35 dias, o
al menos 40 dias, o en un intervalo de al menos cuatro a seis semanas, 0 en un intervalo de cuatro a seis semanas,
0 en un intervalo de al menos cuatro a siete semanas, 0 en un intervalo de cuatro a siete semanas, o en un intervalo
de al menos cuatro a ocho semanas 0 en un intervalo de cuatro a ocho semanas), en el que el procedimiento para
preparar el anticuerpo comprende la mutacién de la serina en la posicion de aminoacido 108 de SEQ ID NO: 9 a
prolina para crear la region constante de IgG4 humana que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
10. Preferentemente, la region variable de cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
1. Preferentemente, la region variable de cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

Preferentemente, la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13. Preferentemente,
la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16.

IV. Composicion farmacéutica

[0120] En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica, tal como se define

en las reivindicaciones, que contiene un anticuerpo de la invencién formulado junto con un soporte
farmacéuticamente aceptable. En realizaciones preferidas, la composicion farmacéutica es adecuada para
administracion por via intravenosa, subcutanea (por ejemplo, por medio de un boligrafo de inyeccion) o intraarticular,
aunque en la presente memoria descriptiva se describen otras vias de administracion adecuadas. En una
realizacién, la composicion puede incluir una combinacién de mdltiples (por ejemplo, dos 0 mas) anticuerpos, por
ejemplo, anticuerpos que se unen a diferentes epitopos en NGF.

[0121] Tal como se usa en la presente memoria descriptiva, "soporte farmacéuticamente aceptable” incluye
todos y cualesquiera de los disolventes, sales, medios de dispersién, recubrimientos, agentes antibacterianos y
antifingicos, agentes isotonicos y de retardo de la absorcion, que son fisiolégicamente compatibles. Dependiendo de
la via de administracion, el compuesto activo puede estar recubierto con un material para proteger el compuesto de
la accion de acidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto.

[0122] Una "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal que conserva la actividad biol6gica
deseada del compuesto de origen y no imparte ningln efecto toxicolégico no deseado (véase por ejemplo, Berge,
S.M., y col. (1977) J. Pharm. Sci. 66: 1-19). Entre los ejemplos de dichas sales se incluyen sales de adicion acida y
sales de adicion basica. Las sales de adicion acida incluyen las derivadas de acidos inorganicos no téxicos, como
clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfarico, bromhidrico, yodhidrico, fosforoso, asi como de acidos organicos no toxicos
como acidos alifaticos monocarboxilico y dicarboxilico, acidos alcanoicos sustituidos con fenilo, &cidos

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2514319713

hidroxialcanoicos, acidos aromaticos, acidos sulfonicos alifaticos y aromaticos. Las sales de adicién basica incluyen
las derivadas de metales alcalinos y alcalinotérreos, tales como sodio, potasio, magnesio, calcio, asi como de
aminas organicas no toxicas, tales como N,N-dibenciletiliendiamina, N-metilglucamina, cloroprocaina, colina,
dietanolamina, etilendiamina, procaina.

[0123] Las composiciones farmacéuticas de la invencion pueden administrarse en solitario o en terapia de
combinacion, es decir, combinadas con otros agentes. Por ejemplo, la terapia de combinacion puede incluir una
composicion de la presente invencion con al menos uno o mas agentes farmacéuticos adicionales. Por ejemplo,
pueden administrarse al menos uno o mas agentes farmacéuticos adicionales por separado o también pueden
incorporarse en X tal como se define en las reivindicaciones de las composiciones. En una realizacion preferida, se
administra un anticuerpo anti-NGF de la invencién en combinacién con un segundo agente farmacéutico, en el que
el segundo agente farmacéutico se selecciona entre el grupo que consiste en AINE, analgésicos (incluidos
analgésicos opioides y analgésicos atipicos), anestésicos locales, bloqueos nerviosos, bloqueos con fenol,
anticuerpos terapéuticos, esteroides, anticonvulsivos, antidepresivos, capsaicina tépica y agentes antiviricos. Una
clase preferida especialmente de segundos agentes farmacéuticos para su uso en el alivio del dolor es la de los
analgésicos opioides. De forma adicional o alternativa, puede combinarse un segundo régimen de tratamiento con el
uso de un anticuerpo de la invencién, por ejemplo en el alivio del dolor. Entre los ejemplos de dichos segundos
regimenes de tratamiento se incluyen radioterapia (por ejemplo, para dolor por cancer), intervenciones quirdrgicas
(por ejemplo, intervenciones en el ganglio de Gasser y ablativas retrogasserianas (aguja) para neuralgia del
trigémino), hipnosis y acupuntura.

[0124] Entre los ejemplos de AINE se incluyen salicilatos acetilados que incluyen aspirina; salicilatos no
acetilados que incluyen salsalato, diflunisal; acidos acéticos que incluyen etodolaco, diclofenaco, indometacina,
ketorolaco, nabumetona; acidos propidnicos que incluyen fenoprofeno, flurbiprofeno, ibuprofeno, ketoprofeno,
naproxeno, naproxeno saAdico, oxaprocina; fenamatos que incluyen meclofenamato, acido mefenamico;
fenilbutazona, piroxicam; inhibidores de COX-2 que incluyen celecoxib, etoricoxib, valdecoxib, rofecoxib, lumiracoxib.
Entre los ejemplos de analgésicos se incluyen paracetamol (acetaminofeno), tramadol, tapentadol, capsaicina
(tépica), analgésicos opioides y analgésicos atipicos. Entre los ejemplos de analgésicos opioides se incluyen
morfina, codeina, tebaina, hidromorfona, hidrocodona, oxicodona, oximorfona, desomorfina, diacetiimorfina,
nicomorfina, dipropanoilmorfina, bencilmorfina, etilmorfina, fentanilo, pethidina, metadona, tramadol y propoxifeno.
Entre los ejemplos de analgésicos atipicos se incluyen antidepresivos triciclicos, carbamacepina, gabapentina,
pregabalina, duloxetina y cafeina. Entre los ejemplos de esteroides se incluyen corticosteroides intraarticulares (CIA)
y prednisona. Entre los ejemplos de anticuerpos terapéuticos se incluyen anticuerpos anti-TNF, tales como
Remicade® y Humira®, y anticuerpos antiCD20, tales como Rituxan® y Arzerra™. Entre los ejemplos de agentes
antiviricos se incluyen aciclovir y fosfato de oseltamivir (Tamiflu®).

[0125] En una realizacién preferida, la terapia de combinacion puede incluir un anticuerpo anti-NGF de la
presente invencién con al menos uno o mas inhibidores de TrkA (por ejemplo, compuestos que antagonizan la
actividad de TrkA). Los inhibidores de TrkA pueden funcionar, por ejemplo, mediante interaccion extracelular con el
receptor TrkA, o mediante interaccion intracelular con la maquinaria de transduccion de sefializacion de TrkA (por
ejemplo, inhibicion de actividad de cinasa TrkA). Entre los ejemplos no limitativos de inhibidores de TrkA
extracelulares se incluyen anticuerpos anti-TrkA (tales como los anticuerpos anti-TrkA humanizados descritos en la
publicacion de patente de EE.UU. n° 2009/0.208.490 y la publicaciéon de patente de EE.UU. n® 2009/0.300.780) y
miméticos de péptidos de NGF que antagonizan el TrkA (tal como se describe en Debeir, T. y col. (1999) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 96: 4067-4072). Entre los ejemplos no limitativos de inhibidores de TrkA intracelulares se incluyen
péptidos de penetracién celular que antagonizan la funcion de TrkA (por ejemplo, tal como se describe en Hirose, M.
y col. (2008) J. Pharmacol. Sci. 106: 107-113; Ueda, K. y col. (2010) J. Pharmacol. Sci., March 30, nimero de 2010)
e inhibidores de moléculas pequefias tales como inhibidores de TrkA cinasa (por ejemplo, tal como se describe en
Wood, E.R. y col. (2004) Bioorg. Med. Chem. Lett. 14: 953-957; Tripathy, R. y col. (2008) Bioorg. Med. Chem. Lett.
18: 3551-3555). Otros ejemplos no limitativos de inhibidores de TrkA incluyen ARRY-470 y ARRY-872 (Array
Biopharma).

[0126] En otra realizacion preferida, la terapia de combinacién puede incluir un anticuerpo anti-NGF de la
presente invencion con al menos uno o0 mas inhibidores de proteina-cinasa C (PKC) (por ejemplo, compuestos que
antagonizan la actividad PKC).

[0127] Una composiciéon de la presente invencion puede ser para la administracién por una variedad de

procedimientos conocidos en la técnica. Segun apreciard el experto en la materia, la via y/o el modo de
administracion variaran dependiendo de los resultados que se deseen. Preferentemente, el soporte es adecuado
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para administracion intravenosa, intraarticular, subcutanea, intramuscular, parenteral, intratumoral, intranasal,
intravesicular, intrasinovial, oral, mucosa, sublingual, espinal o epidérmica o por instilacion en cavidades corporales
(por ejemplo, abdomen, cavidad pleural, senos nasales) o en la superficie del ojo, o en los pulmones por
administracion por inhalacion. Para vias de administracion particulares, puede elegirse un dispositivo de suministro
adecuado para su uso. Por ejemplo, para administracion subcutanea o intramuscular, puede usarse un boligrafo de
inyeccion (por ejemplo, que pueda ser administrado por el propio usuario). Dichos boligrafos de inyeccién, también
referidos como inyectores, son conocidos en la técnica, incluidos los que contienen una dosis liquida de anticuerpo
(como, por ejemplo, un boligrafo de inyeccion de un solo uso usado para administrar Humira®) y, mas
preferentemente, los que contienen una dosis sélida de anticuerpo que se reconstituye en forma liquida
inmediatamente antes de la inyeccién. También para administracién subcutdnea, puede usarse un implante
subcutaneo. Ademas, el suministro transcutaneo puede conseguirse mediante el uso de un parche cutaneo (piel)
tépico (por ejemplo, un parche adhesivo). El suministro transcutdneo también puede conseguirse por inyeccién de
polvo seco (por ejemplo, inyectores disponibles comercialmente en Glide Pharma). Ademas, para el suministro en
los pulmones (por ejemplo, en el tratamiento de asma o tos intratable), puede usarse una solucién nebulizada en un
dispositivo nebulizador.

[0128] Los compuestos activos pueden prepararse con soportes que protegeran el compuesto contra una
liberacion rapida, tales como una formulacién de liberacion controlada, lo que incluye implantes, parches
transdérmicos y sistemas de suministro microencapsulados. Pueden usarse polimeros biodegradables
biocompatibles, tales como acetato de etilenvinilo, polianhidridos, poliacido glicélico, colageno, poliortoésteres y
poliacido lactico. Se patentan muchos procedimientos para la preparacion de dichas formulaciones o son conocidos
generalmente para los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.

[0129] Para administrar un compuesto de la invencion por determinadas vias de administracion, puede ser
necesario recubrir el compuesto, o coadministrar el compuesto, con un material para prevenir su inactivacion. Por
ejemplo, el compuesto puede administrarse a un sujeto en un soporte apropiado, por ejemplo, liposomas, o un
diluyente. Entre los diluyentes farmacéuticamente aceptables se incluyen suero salino y soluciones tampén acuosas.
Los liposomas incluyen emulsiones CGF de agua-aceite-agua asi como liposomas convencionales (Strejan y col.
(1984) J. Neuroimmunol. 7: 27).

[0130] Los soportes farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y
polvos estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersién inyectables estériles. El uso de dichos
medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica. Excepto en la medida en
que algun medio o agente convencional sea incompatible con el compuesto activo, se contempla el uso del mismo
en las composiciones farmacéuticas de la invencion. También pueden incorporarse en las composiciones
compuestos activos suplementarios.

[0131] Las composiciones terapéuticas normalmente deben ser estériles y estables en las condiciones de
fabricacion y almacenamiento. La composicion puede formularse como una solucion, microemulsién, liposoma u otra
estructura ordenada adecuada para una alta concentracion de farmaco. El soporte puede ser un disolvente o un
medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo,
por el uso de un recubrimiento tal como lecitina, por el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso
de dispersion y por el uso de tensioactivos. En muchos casos, sera preferible incluir en la composicion agentes
isoténicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes como manitol, sorbitol o cloruro de sodio. La absorcién prolongada
de las composiciones inyectables puede conseguirse mediante la inclusién en la composicién de un agente que
retarde la absorcion como, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

[0132] Pueden prepararse soluciones inyectables estériles incorporando el compuesto activo en la cantidad
requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de los ingredientes enumerados anteriormente,
segln se requiera, seguido por microfiltracion con esterilizacion. Generalmente, se preparan dispersiones
incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros
ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacién de
soluciones inyectables estériles, los procedimientos de preparacion preferidos son secado al vacio y congelacion-
secado (liofilizacién) que produce un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a
partir de una solucién del mismo filtrada previamente en condiciones estériles.

[0133] Las pautas posoldgicas se ajustan para proporcionar la respuesta deseada 6ptima (por ejemplo, una
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respuesta terapéutica). Por ejemplo, puede administrarse un bolo Gnico, pueden administrarse varias dosis divididas
a lo largo del tiempo o puede reducirse 0 aumentarse la dosis proporcionalmente segun indiquen las exigencias de
la situacién terapéutica. Una dosis Unica tipica (que puede administrarse segun un calendario de dosificacion tal
como se describe adicionalmente mas adelante) puede estar comprendida entre aproximadamente cualquiera de 0,1
po/kg a 1 pg/kg a 3 pg/kg a 30 pg/kg a 300 pg/kg a 3.000 pg/kg (3 mg/kg), a 30 mg/kg a 100 mg/kg o mas,
dependiendo de los factores descritos en la presente memoria descriptiva. Por ejemplo, un anticuerpo anti-NGF
puede ser para una administracién a aproximadamente 1 pg/kg, aproximadamente 10 ug/kg, aproximadamente 20
pa/kg, aproximadamente 50 pg/kg, aproximadamente 100 pg/kg, aproximadamente 200 pg/kg, aproximadamente
300 pg/kg, aproximadamente 400 pg/kg aproximadamente 500 pg/kg, aproximadamente 1 mg/kg, aproximadamente
2 mg/kg o aproximadamente 3 mg/kg. En una realizacion preferida, el anticuerpo anti-NGF es para su administraciéon
en una dosis comprendida en un intervalo de aproximadamente 3 pg/kg a aproximadamente 3.000 pg/kg. En otra
realizacion preferida, el anticuerpo anti-NGF es para su administracion en una dosis de 100 pg/kg. En otra
realizaciéon preferida, el anticuerpo anti-NGF es para su administracion en una dosis de 200 pg/kg. En otra
realizacion preferida, el anticuerpo anti-NGF es para su administracion en una dosis de 300 pg/kg. En otra
realizacién preferida, el anticuerpo anti-NGF es para su administracién en una dosis de 400 pg/kg.

[0134] Para administraciones repetidas durante varios dias, semanas 0 meses 0 mas, dependiendo de la
dolencia, el tratamiento es sostenido hasta que tiene lugar una supresion deseada de los sintomas o hasta que se
alcanzan niveles terapéuticos suficientes (por ejemplo, para reducir el dolor). Una pauta posolégica de ejemplo
comprende una dosis inicial en un intervalo de aproximadamente 3 pg/kg a 500 pg/kg, seguido por una dosis
mensual de mantenimiento de aproximadamente 3 pg/kg a 500 ug/kg del anticuerpo anti-NGF. En otra realizacion,
una dosis de aproximadamente 200 pg/kg es para su administracion una vez al mes. En otra realizacion mas, una
dosis de aproximadamente 400 ug/kg es para su administracién una vez cada dos meses. Sin embargo, pueden ser
Utiles otras pautas posolégicas, dependiendo del patrén de descomposicién farmacocinética que desee alcanzar el
profesional sanitario. Por ejemplo, en algunas realizaciones, se contempla la dosificacién de una a cuatro veces por
semana. Sin embargo, dada la larga duracion de alivio del dolor por los anticuerpos anti-NGF, puede usarse una
dosificacién menos frecuente. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-NGF es para su administraciéon una vez
cada semana, una vez cada 2 semanas, una vez cada 3 semanas, una vez cada 4 semanas, una vez cada 5
semanas, una vez cada 6 semanas, una vez cada 7 semanas, una vez cada 8 semanas, una vez cada 9 semanas,
una vez cada 10 semanas, una vez cada 15 semanas, una vez cada 20 semanas, una vez cada 25 semanas, una
vez cada 26 semanas, 0 mas. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-NGF es para su administracion una vez
cada 1 mes, una vez cada 2 meses, una vez cada 3 meses, una vez cada 4 meses, una vez cada 5 meses, una vez
cada 6 meses, 0 més.

[0135] Tal como se expone adicionalmente en el Ejemplo 6, en una realizacién preferida, un anticuerpo anti-
NGF de la invencion es para su administracion (por ejemplo, a un ser humano) por via intravenosa en una dosis
comprendida en un intervalo de 0,1 mg/kg a 0,2 mg/kg, preferentemente 0,15 mg/kg, una vez cada 12 semanas. En
otra realizacién preferida, un anticuerpo anti-NGF de la invencion es para su administracion (por ejemplo, a un ser
humano) por via subcutanea en una dosis comprendida en un intervalo de 0,2 mg/kg a 0,4 mg/kg, preferentemente
0,3 mg/kg, una vez cada doce semanas. En otras realizaciones mas, un anticuerpo anti-NGF de la invencién es para
su administracién en una dosis comprendida en un intervalo de 0,1 mg/kg a 3 mg/kg, o en un intervalo de 0,1 mg/kg
a 30 mg/kg, o en un intervalo de 0,1 mg/kg a 20 mg/kg, o en un intervalo de 0,1 mg/kg a 10 mg/kg, o en un intervalo
de 1 mg/kg a 30 mg/kg, o en un intervalo de 1 mg/kg a 20 mg/kg o en un intervalo de 1 mg/kg a 10 mg/kg.

[0136] Resulta especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma de unidad de
dosificacién para facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. La forma de unidad de dosificacion tal
como se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como
dosificaciones unitarias para los sujetos que van a ser tratados; cada unidad contiene una cantidad predeterminada
de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el soporte
farmacéutico requerido. La especificacion para las formas de unidad de dosificacion esta dictada por y depende
directamente de (a) las caracteristicas singulares del compuesto activo y el efecto terapéutico en particular que se
conseguird, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica de formacion de compuestos tal como un compuesto activo
para el tratamiento de la sensibilidad en los individuos. Por ejemplo, los ejemplos no limitativos de formas de unidad
de dosificacion incluyen 0,2 mg (correspondiente a una dosis de 3 pg/kg en una persona de aproximadamente 70
kg), 2 mg (correspondiente a una dosis de 30 pg/kg en una persona de aproximadamente 70 kg) y 7 mg
(correspondiente a una dosis de 100 pug/kg en una persona de aproximadamente 70 kg).

[0137] Entre los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables se incluyen: (1) antioxidantes
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solubles en agua, como acido ascorbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de
sodio; (2) antioxidantes solubles en aceite, como palmitato de ascorhilo, hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno
butilado (BHT), lecitina, galato de propilo, alfatocoferol; y (3) agentes de quelacion de metales, como acido citrico,
acido etilendiaminotetraacético (EDTA), sorbitol, acido tartarico, acido fosférico.

[0138] Las formulaciones pueden presentarse convenientemente en forma de unidad de dosificaciéon y
pueden prepararse mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica de la farmacia. La forma de unidad de
dosificaciéon tal como se usa en la presente memoria descriptiva se refiere a unidades fisicamente discretas
adecuadas como dosificaciones unitarias para los sujetos que se someteran a tratamiento; conteniendo cada unidad
una cantidad predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en
asociacion con el soporte farmacéutico requerido. La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con un
soporte material para producir una Unica forma de dosificacién variara dependiendo del sujeto que se somete a
tratamiento, y del modo particular de administracién. La cantidad de ingrediente activo que puede combinarse con un
soporte material para producir una Unica forma de dosificacion serd generalmente la cantidad de la composicion que
produce un efecto terapéutico. Generalmente, de un 100%, esta cantidad estard comprendida desde
aproximadamente el 0,001% a aproximadamente el 90% de ingrediente activo, preferentemente de
aproximadamente el 0,005% a aproximadamente el 70%, con la maxima preferencia de aproximadamente el 0,01%
a aproximadamente el 30%.

[0139] Las frases "administracién parenteral" y "administrado parenteralmente" tal como se usan en la
presente memoria descriptiva significan modos de administracién distintos de la administracién entérica y topica,
normalmente por inyeccion, e incluyen, sin limitacion, inyeccion e infusion intravenosa, intramuscular, intraarterial,
intratecal, intracapsular, intraorbitaria, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural y intraesternal.

[0140] Entre los ejemplos de soportes acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las
composiciones farmacéuticas de la invencion se incluyen agua, etanol, polioles (como glicerol, propilenglicol,
polietilenglicol) y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, como aceite de oliva, y ésteres organicos
inyectables, como oleato de etilo. Puede mantenerse una fluidez apropiada, por ejemplo, mediante el uso de
materiales de recubrimiento, como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso
de dispersiones, y mediante el uso de tensioactivos.

[0141] Estas composiciones pueden contener también adyuvantes tales como conservantes, agentes de
humectacion, agentes emulsionantes y agentes de dispersion. Entre los ejemplos de adyuvantes en particular que
son bien conocidos en la técnica se incluyen, por ejemplo, adyuvantes inorganicos (como sales de aluminio, por
ejemplo, fosfato de aluminio e hidréxido de aluminio), adyuvantes organicos (por ejemplo, escualeno), adyuvantes
de base oleosa, virosomas (por ejemplo, virosomas que contienen una hemaglutinina ligada a membrana y
neuraminidasa derivada del virus de la gripe).

[0142] La prevencion de la presencia de microorganismos puede garantizarse tanto por procedimientos de
esterilizacion, véase mas arriba, como por la inclusién de varios agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo,
parabeno, clorobutanol, fenol, acido sérbico. También puede ser deseable incluir agentes isotdnicos, como
azucares, cloruro de sodio, y similares en las composiciones. Ademas, la absorcion prolongada de la forma
farmacéutica inyectable puede conseguirse mediante la inclusion de agentes que retardan la absorcion tales como
monoestearato de aluminio y gelatina.

[0143] Cuando los compuestos de la presente invencion son para su administracion como productos
farmacéuticos, a seres humanos y animales, pueden suministrarse en solitario 0 como una composicion
farmacéutica que contiene, por ejemplo, del 0,001 al 90% (mas preferentemente, del 0,005 al 70%, por ejemplo del
0,01 al 30%) de ingrediente activo en combinacién con un soporte farmacéuticamente aceptable.

[0144] Con independencia de la via de administracion seleccionada, los compuestos de la presente
invencion, que pueden usarse en una forma hidratada adecuada, y/o las composiciones farmacéuticas de la
presente invencion, se formulan en formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables mediante procedimientos
convencionales conocidos por los expertos en la materia.

[0145] Los niveles de dosificacion reales de los ingredientes activos en las composiciones farmacéuticas de

la presente invencion pueden variarse de manera que se obtenga una cantidad del ingrediente activo que sea eficaz
para conseguir la respuesta terapéutica deseada para un paciente, una composicion y un modo de administracion en
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particular, sin ser toxicos para el paciente. El nivel de dosificacion seleccionado dependera de una diversidad de
factores farmacocinéticos que incluyen la actividad de las composiciones en particular de la presente invencion
empleadas, o del éster, sal o amida de las mismas, la via de administracion, el tiempo de administracién, la
velocidad de excrecion del compuesto en particular que se emplea, la duracion del tratamiento, otros farmacos,
compuestos y/o materiales usados en combinacion con las composiciones empleadas en particular, la edad, el sexo,
el peso, el estado, la salud general y la historia médica anterior del paciente sometido a tratamiento, y factores
similares bien conocidos en las técnicas médicas. Un médico o veterinario que sea experto en la materia puede
determinar y prescribir facilmente la cantidad eficaz de la composicién farmacéutica requerida. Por ejemplo, el
médico o veterinario podria iniciar dosis de los compuestos de la invencion empleados en la composicion
farmacéutica en niveles inferiores a los requeridos con el fin de conseguir el efecto terapéutico deseado e
incrementar gradualmente la dosificacion hasta que se consiga el efecto deseado. En general, una dosis diaria
adecuada de una composicién de la invencion serd aquella cantidad del compuesto que resulte la minima dosis
eficaz para producir un efecto terapéutico. Dicha dosis eficaz dependerda generalmente de los factores descritos
anteriormente.

[0146] Las composiciones terapéuticas pueden administrarse con dispositivos médicos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, una composicion terapéutica de la invencién puede ser para su administracién con un
dispositivo de inyeccion hipodérmica sin aguja, como los dispositivos desvelados en las patentes de EE.UU. n°
5.399.163, 5.383.851, 5.312.335, 5.064.413, 4.941.880, 4.790.824 6 4.596.556. Entre los ejemplos de implantes y
moédulos bien conocidos Utiles en la presente invencion se incluyen: la patente de EE.UU. n°® 4.487.603, que desvela
una bomba de microinfusion implantable para dispensar medicacion a una velocidad controlada; la patente de
EE.UU. n° 4.486.194, que desvela un dispositivo terapéutico para administrar medicaciones a través de la piel; la
patente de EE.UU. n°® 4.447.233, que desvela una bomba de infusién de medicacién para suministrar medicacion a
una velocidad de infusion precisa; la patente de EE.UU. n° 4.447.224, que desvela un aparato de infusion
implantable de flujo variable para suministro continuo de farmacos; la patente de EE.UU. n° 4.439.196, que desvela
un sistema de suministro de farmacos osmotico que tiene compartimentos de varias camaras; y la patente de
EE.UU. n°® 4.475.196, que desvela un sistema de suministro de farmacos osmético. Muchos otros implantes,
sistemas de suministro y médulos son conocidos para los expertos en la materia.

[0147] En algunas realizaciones, los anticuerpos monoclonales de la invencién pueden formularse para
asegurar la distribuciéon in vivo apropiada. Por ejemplo, la barrera hematoencefalica (BHE) excluye muchos
compuestos altamente hidréfilos. Para asegurar que los compuestos terapéuticos de la invencién cruzan la BHE (si
se desea), pueden formularse, por ejemplo, en liposomas. Para procedimientos de fabricacién de liposomas,
véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. 4.522.811; 5.374.548; y 5.399.331. Los liposomas pueden comprender
una o mas fracciones que son transportadas selectivamente en células u drganos especificos, para asi potenciar el
suministro de farmacos dirigidos (véase, por ejemplo, V.V. Ranade (1989) J. Clin. Pharmacol. 29: 685). Entre las
fracciones dirigidas de ejemplo se incluyen folato o biotina (véase, por ejemplo, patente de EE.UU. 5.416.016 para
Low y col.); manésidos (Umezawa y col., (1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153: 1038); anticuerpos (P.G.
Bloeman y col. (1995) FEBS Lett. 357: 140; M. Owais y col. (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39: 180); receptor
de proteina A tensioactivo (Briscoe y col. (1995) Am. J. Physiol. 1233: 134), diferentes especies que pueden
comprender las formulaciones de las invenciones, asi como componentes de las moléculas inventadas; p120
(Schreier y col. (1994) J. Biol. Chem. 269: 9090); véase también K. Keinanen; M.L. Laukkanen (1994) FEBS Lett.
346: 123; J.J. Killion; 1.J. Fidler (1994) Immunomethods 4: 273.

V. Uso de anticuerpos de la invencién

[0148] En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se define en las
reivindicaciones para su uso en un procedimiento de atenuacién o inhibiciébn de una enfermedad o dolencia
relacionada con el NGF en un sujeto, tal como se define en las reivindicaciones. El anticuerpo anti-NGF se usa para
atenuar o aliviar el dolor, por ejemplo, dolor asociado con una enfermedad o dolencia en el que el desarrollo o
mantenimiento del dolor estd mediado, al menos en parte, por NGF. Entre los ejemplos no limitativos de la
enfermedad o dolencia relacionada con el NGF se incluyen dolor inflamatorio, dolor posquirargico, dolor
postoperatorio (incluido dolor dental), dolor neuropético, neuropatia periférica, neuropatia diabética, dolor por
fractura, dolor de articulacién gotosa, neuralgia postherpética, dolor por cancer, dolor por artrosis o artritis
reumatoide, ciatica, dolores asociados con crisis drepanociticas, cefaleas (por ejemplo, migrafias, cefalea tensional,
cefalea en racimos), dismenorrea, endometriosis, miomas uterinos, dolor musculoesquelético, dolor lumbar crénico,
fibromialgia, esguinces, dolor visceral, quistes ovaricos, prostatitis, sindrome de dolor pélvico crénico, cistitis, cistitis
intersticial, sindrome de la vejiga dolorosa y/o sindrome de dolor de la vejiga, dolor asociado con prostatitis
abacteriana crénica, dolor por incision, migrafia, neuralgia del trigémino, dolor por quemaduras y/o heridas, dolor
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asociado con traumatismo, dolor asociado con enfermedades musculoesqueléticas, espondilitis anquilosante,
patologias periarticulares, dolor por metastasis 6seas, dolor por VIH, eritromelalgia o dolor causado por pancreatitis
0 calculos renales, melanoma maligno, sindrome de Sjogren, asma (por ejemplo, asma incontrolado con
hiperreactividad respiratoria grave), tos intratable, enfermedades desmielinizantes, alcoholismo crénico, accidente
cerebrovascular, sindrome de dolor talamico, dolor por toxinas, dolor por quimioterapia, fibromialgia, trastornos
inflamatorios intestinales, sindrome de colon irritable, trastornos inflamatorios oculares, trastornos inflamatorios o
inestables de la vejiga, psoriasis, dolencias cutaneas con componentes inflamatorios, quemaduras solares, carditis,
dermatitis, miositis, neuritis, enfermedades vasculares del colageno, dolencias inflamatorias crénicas, dolor
inflamatorio e hiperalgesia y alodinia asociadas, dolor neuropatico e hiperalgesia o alodinia asociadas, dolor por
neuropatia diabética, causalgia, dolor mantenido de forma simpatica, sindromes de desaferenciaciéon, dafio o
disfuncion del tejido epitelial, trastornos de la motilidad visceral en las regiones respiratoria, genitourinaria,
gastrointestinal o vascular, reacciones cutaneas alérgicas, prurito, vitiligo, trastornos gastrointestinales generales,
colitis, Ulcera gastrica, Ulceras duodenales, rinitis vasomotora o alérgica, trastornos bronquiales, dispepsia, reflujo
gastroesofagico, pancreatitis y visceralgia.

[0149] Ademas, el NGF se ha relacionado con la proliferacion de canceres tales como cancer de prostata,
cancer del tiroides, cancer de pulmén, prolactinoma y melanoma. En consecuencia, una enfermedad o dolencia
relacionada con el NGF que puede ser tratada usando un anticuerpo anti-NGF es el cancer, preferentemente el
cancer de prostata, el cancer del tiroides, el cancer de pulmén, la prolactinoma o el melanoma. Asi, la memoria
descriptiva describe el tratamiento del cancer en un sujeto, preferentemente el cancer de préstata, el cancer del
tiroides, el cancer de pulmoén, la prolactinoma o el melanoma, que comprende la administracion de un anticuerpo
anti-NGF al sujeto.

[0150] La enfermedad o dolencia relacionada con el NGF puede ser VIH/SIDA. El bloqueo del NGF usando
un anticuerpo anti-NGF puede bloguear los macroéfagos infectados por VIH, tratando de este modo el VIH/SIDA. En
consecuencia, la memoria descriptiva describe el tratamiento de VIH/SIDA en un sujeto, que comprende la
administracion de un anticuerpo anti-NGF al sujeto.

[0151] Entre las enfermedades y dolencias preferidas en particular para el tratamiento segun la invencion se
incluyen dolor inflamatorio (en particular dolor por artrosis o artritis reumatoide), dolor musculoesquelético (en
particular dolor lumbar crénico), dolor por cancer, dolor neuropatico (en particular dolor neuropatico diabético), dolor
por metastasis Oseas, cistitis intersticial/sindrome de la vejiga dolorosa, dolor asociado con prostatitis abacteriana
cronica, dolor por endometriosis y/o miomas uterinos, y dolor postoperatorio.

[0152] El dolor y/u otros sintomas asociados con endometriosis y/o miomas uterinos pueden comprender
dismenorrea; dolor pélvico crénico no menstrual; dispareunia; disquecia; menorragia; dolor lumbar o abdominal;
infertilidad y subfertilidad; disuria; meteorismo y dolor en la miccién; nduseas, vomitos y/o diarrea. Los sintomas
pueden comprender también sintomas relacionados con lesiones endometriésicas o miomas situados fuera de la
cavidad peritoneal que incluyen por ejemplo sindrome de endometriosis toracica manifiesto como hemoptisis,
neumotorax o hemotorax, y leiomiosis pulmonar manifiesta como disnea y una masa pulmonar.

[0153] En una realizacion preferida en particular, un anticuerpo anti-NGF de la invencién es para su uso en el
tratamiento del dolor. Preferentemente, el tipo de dolor tratado se selecciona entre el grupo que consiste en dolor por
artrosis, dolor lumbar crénico, dolor neuropatico diabético, dolor por cancer y dolor por endometriosis y/o por mioma
uterino. En consecuencia, en una realizacion preferida, la invencion proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se
define en las reivindicaciones para su uso en el tratamiento del dolor en un sujeto de manera que se trata el dolor en
el sujeto. Preferentemente, el dolor se selecciona entre el grupo que consiste en dolor por artrosis, dolor lumbar
cronico, dolor neuropatico diabético, dolor por cancer y dolor por endometriosis y/o por mioma uterino. En
consecuencia, en una realizacion, la invencion proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se define en las
reivindicaciones para su uso en el tratamiento del dolor por artrosis en un sujeto de manera que se trata el dolor por
artrosis en el sujeto. En otra realizacion, la invencion proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se define en las
reivindicaciones para su uso en el tratamiento del dolor lumbar crénico en un sujeto de manera que se trata el dolor
lumbar crénico en el sujeto. En otra realizaciébn mas, la invencién proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se
define en las reivindicaciones para su uso en dolor neuropatico diabético en un sujeto de manera que se trata el
dolor neuropatico diabético en el sujeto. En otra realizacién mas, la invencién proporciona un anticuerpo anti-NGF tal
como se define en las reivindicaciones para su uso en el tratamiento del dolor por cancer en un sujeto de manera
gue se trata el dolor por cancer en el sujeto. En otra realizaciéon mas, la invencién proporciona un anticuerpo anti-
NGF tal como se define en las reivindicaciones para su uso en el tratamiento de dolor por endometriosis y/o por
mioma uterino en un sujeto de manera que se trata el dolor por endometriosis y/o por mioma uterino en el sujeto.
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[0154] La memoria descriptiva describe un anticuerpo anti-NGF tal como se describe en la presente memoria
descriptiva para el tratamiento de una enfermedad relacionada con el NGF. Entre los ejemplos no limitativos de las
enfermedades o dolencias relacionadas con el NGF se incluyen los enumerados anteriormente. La invencion
proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se define en las reivindicaciones para su uso en el tratamiento del
dolor. En ofra realizacion mas, la invencién proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se define en las
reivindicaciones para su uso en el tratamiento del dolor seleccionado entre el grupo que consiste en dolor por
artrosis, dolor lumbar croénico, dolor neuropatico diabético, dolor por cancer y dolor por endometriosis y/o por mioma
uterino. En otra realizacion mas, la invencién proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se define en las
reivindicaciones para su uso en el tratamiento del dolor por artrosis. En otra realizacion mas, la invencion
proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se define en las reivindicaciones para su uso en el tratamiento del
dolor lumbar crénico. En otra realizacion mas, la invencion proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se define en
las reivindicaciones para su uso en el tratamiento del dolor neuropatico diabético. En otra realizacion mas, la
invencion proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se define en las reivindicaciones para su uso en el
tratamiento del dolor por cancer. En otra realizacién mas, la invencién proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como
se define en las reivindicaciones para su uso en el tratamiento del dolor por endometriosis y/o por mioma uterino.

[0155] En una realizacién en particular, la invencién proporciona un anticuerpo anti-NGF tal como se define
en las reivindicaciones para su uso en un procedimiento de atenuacion o inhibicion del dolor en un sujeto, en el que
el anticuerpo alivia el dolor en el sujeto durante un periodo de al menos aproximadamente cuatro semanas a
aproximadamente doce semanas (0 al menos de cuatro a doce semanas, 0 al menos cuatro semanas, o al menos
ocho semanas, o al menos doce semanas, 0 durante una a doce semanas, o durante cuatro a doce semanas o
durante ocho a doce semanas) después de la administracion de una dosis Unica del anticuerpo anti-NGF a un
sujeto. Preferentemente, el dolor se selecciona entre el grupo que consiste en dolor por artrosis, dolor lumbar
cronico, dolor neuropatico diabético, dolor por cancer, dolor por endometriosis y dolor por mioma uterino.
Preferentemente el anticuerpo anti-NGF es para su administraciéon en una dosis comprendida en un intervalo de
aproximadamente 0,1 mg/kg a 3 mg/kg, o de 0,1 mg/kg a 3 mg/kg, o de aproximadamente 0,1 mg/kg a
aproximadamente 30 mg/kg, o de 0,1 mg/kg a 30 mg/kg o en uno de los otros intervalos de dosificacion descritos en
la presente memoria descriptiva.

[0156] La memoria descriptiva describe la atenuacién o inhibicion de una enfermedad o dolencia relacionada
con el factor de crecimiento nervioso (NGF) en un sujeto de manera que se evita un efecto de rebote en el sujeto,
por administracién al sujeto de un anticuerpo anti-NGF que comprende una regién constante de IgG4 humana, en el
gue la regién constante de IgG4 humana comprende una mutacién de regién bisagra en la posicion de aminoacido
108 de SEQ ID NO: 9, y en el que el anticuerpo tiene una semivida de eliminacién terminal en un ser humano de al
menos 10-30 dias (o al menos 10 dias, o al menos 15 dias, o al menos 20 dias, o al menos 25 dias, o al menos 30
dias, o al menos 40 dias, o en un intervalo de aproximadamente 10 dias a aproximadamente 40 dias, o en un
intervalo de 10-40 dias, o en un intervalo de aproximadamente 15 a aproximadamente 30 dias, 0 en un intervalo de
15-30 dias), en el que el anticuerpo se administra al sujeto en una dosificacion y en una frecuencia tales que se evita
un efecto de rebote en el sujeto. La region constante de IgG4 humana comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10. Preferentemente, el anticuerpo compite por la unién a NGF con un anticuerpo que comprende una
region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una region
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2. La enfermedad o dolencia
relacionada con el NGF es un dolor preferentemente seleccionado entre el grupo que consiste en dolor por artrosis,
dolor lumbar crénico, dolor neuropatico diabético, dolor por cancer, dolor por endometriosis y dolor por mioma
uterino. Preferentemente, el anticuerpo anti-NGF es para su administracién en una dosis comprendida en un
intervalo de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, mas preferentemente de 0,1 mg/kg a 3
mg/kg, o en uno de los otros intervalos de dosificacién descritos en la presente memoria descriptiva. Mas
preferentemente, para evitar un efecto de rebote, el anticuerpo es para su administracion en un intervalo de
dosificacién inferior, por ejemplo en un intervalo de 0,001 mg/kg a 1 mg/kg, o en un intervalo de 0,001 mg/kg a 1
mg/kg o en un intervalo de 0,001 mg/kg a 0,5 mg/kg o en un intervalo de 0,001 mg/kg a 0,3 mg/kg, o en un intervalo
de 0,01 mg/kg a 1 mg/kg o en un intervalo de 0,01 mg/kg a 0,5 mg/kg o 0,01 mg/kg a 0,3 mg/kg. Mas
preferentemente, para evitar un efecto de rebote, el anticuerpo es para su administracion en un intervalo de
dosificacién inferior (tal como se expone anteriormente) y en intervalos mas frecuentes, tales como una vez cada
semana, o una vez cada dos semanas, 0 una vez cada cuatro semanas.

[0157] La memoria descriptiva describe uso del anticuerpo anti-NGF de la invencién para la fabricacién de un

medicamento destinado a atenuar o inhibir una enfermedad o dolencia relacionada con el NGF en un sujeto. Entre
los ejemplos no limitativos de las enfermedades o dolencias relacionadas con el NGF se incluyen los enumerados
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anteriormente. La invenciéon proporciona un anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como se define en las
reivindicaciones para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de dolor. En una realizacion, la invencion
proporciona un anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como se define en las reivindicaciones para la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento del dolor seleccionado entre el grupo que consiste en dolor por artrosis, dolor
lumbar croénico, dolor neuropatico diabético, dolor por cancer y dolor por endometriosis y/o por mioma uterino. En
otra realizacion mas, la invencién proporciona un anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como se define en las
reivindicaciones para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de dolor por artrosis. En otra realizacion
mas, la invencién proporciona un anticuerpo anti-NGF de la invencién tal como se define en las reivindicaciones para
la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de dolor lumbar crénico. En otra realizacion mas, la invencion
proporciona un anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como se define en las reivindicaciones para la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento de dolor neuropatico diabético. En otra realizaciébn mas, la invencién
proporciona un anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como se define en las reivindicaciones para la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento de dolor por cancer. En otra realizacion mas, la invenciéon proporciona un
anticuerpo anti-NGF de la invencion tal como se define en las reivindicaciones para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de dolor por endometriosis y/o por mioma uterino. En una realizacién preferida, el
anticuerpo anti-NGF es para su administraciéon en una dosis comprendida en un intervalo de aproximadamente 3
png/kg a aproximadamente 3.000 upg/kg, o en una dosis de 100 upg/kg, o en una dosis de 300 pg/kg. En otra
realizacién preferida, un anticuerpo anti-NGF de la invenciéon es para su administracion (por ejemplo, a un ser
humano) por via intravenosa en una dosis comprendida en un intervalo de 0,1 mg/kg a 0,2 mg/kg, preferentemente
0,15 mg/kg, una vez cada 12 semanas. En otra realizacion preferida, un anticuerpo anti-NGF de la invencion es para
su administracion (por ejemplo, a un ser humano) por via subcutanea en una dosis comprendida en un intervalo de
0,2 mg/kg a 0,4 mg/kg, preferentemente 0,3 mg/kg, una vez cada doce semanas. En otras realizaciones mas, un
anticuerpo anti-NGF de la invencion es para su administracion en una dosis comprendida en un intervalo de 0,1
mg/kg a 3 mg/kg, o en un intervalo de 0,1 mg/kg a 30 mg/kg, o en un intervalo de 0,1 mg/kg a 20 mg/kg, o en un
intervalo de 0,1 mg/kg a 10 mg/kg, o en un intervalo de 1 mg/kg a 30 mg/kg, o en un intervalo de 1 mg/kg a 20 mg/kg
o en un intervalo de 1 mg/kg a 10 mg/kg. Sin embargo, se han expuesto otros intervalos de dosificacion y dosis en la
seccion anterior sobre composiciones farmacéuticas.

[0158] En una realizacion preferida, el anticuerpo anti-NGF es para su administracion por via intravenosa. En
otra realizacién preferida, el anticuerpo anti-NGF es para su administracién por via subcutanea o intraarticular. Sin
embargo, se han expuesto otras vias de administracién adecuadas en la seccion anterior sobre composiciones
farmacéuticas.

[0159] En una realizacion preferida, un anticuerpo anti-NGF de la invencién alivia el dolor en un sujeto al que
se administra el anticuerpo durante un periodo largo. Por ejemplo, en una realizacion, el anticuerpo alivia el dolor
durante un periodo de al menos aproximadamente una semana a aproximadamente doce semanas (0 durante al
menos de una semana a doce semanas) después de la administraciéon de una dosis Unica del anticuerpo anti-NGF a
un sujeto. En otra realizacién, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos aproximadamente una
semana (o al menos una semana) después de la administracién de una dosis Unica del anticuerpo anti-NGF a un
sujeto. En otra realizacién, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos aproximadamente dos
semanas (o al menos dos semanas) después de la administracion de una dosis Unica del anticuerpo anti-NGF a un
sujeto. En otra realizacion, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos aproximadamente cuatro
semanas (o al menos cuatro semanas) después de la administracion de una dosis Unica del anticuerpo anti-NGF a
un sujeto. En otra realizacion, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos aproximadamente ocho
semanas (0 al menos ocho semanas) después de la administracién de una dosis Unica del anticuerpo anti-NGF a un
sujeto. En otra realizacion, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos aproximadamente doce
semanas (0 al menos doce semanas) después de la administracién de una dosis Unica del anticuerpo anti-NGF a un
sujeto. En una realizacion, el anticuerpo alivia el dolor durante un periodo de al menos aproximadamente cuatro
semanas a aproximadamente doce semanas (0 durante cuatro semanas a doce semanas) después de la
administracion de una dosis Unica del anticuerpo anti-NGF a un sujeto. En una realizacién, el anticuerpo alivia el
dolor durante un periodo de al menos aproximadamente ocho semanas a aproximadamente doce semanas (0
durante ocho semanas a doce semanas) después de la administracion de una dosis Unica del anticuerpo anti-NGF a
un sujeto.

[0160] En otra realizacion, el anticuerpo anti-NGF es para su administracion junto con un segundo agente
farmacéutico o un segundo régimen de tratamiento. El anticuerpo y el segundo agente, o el anticuerpo y el segundo
régimen de tratamiento, pueden ser para su administracién o pueden realizarse de forma simultanea, o alternativa, el
anticuerpo puede ser para su administracién primero, seguido por el segundo agente farmacéutico o el segundo
régimen, o el segundo agente farmacéutico o régimen puede ser para su administracion o realizarse en primer lugar,
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seguido por el anticuerpo. Los ejemplos no limitativos de segundos agentes farmacéuticos y segundos regimenes de
tratamiento adecuados se exponen en la seccién anterior sobre composiciones farmacéuticas. Los segundos
agentes farmacéuticos referidos en particular para su uso en combinacién con un anticuerpo de la invencién son
analgésicos opioides. Otros segundos agentes farmacéuticos preferidos para su uso en combinaciéon con un
anticuerpo de la invencion son inhibidores de TrkA (por ejemplo, inhibidores de TrkA extracelulares o inhibidores de
TrkA intracelulares, tal como se describe en detalle en la seccién sobre composiciones farmacéuticas) e inhibidores
de proteina-cinasa C (PKC).

[0161] La memoria descriptiva describe la atenuacién o inhibicién de una enfermedad o dolencia relacionada
con el factor de crecimiento nervioso (NGF) en un sujeto de manera que se evita un efecto de rebote en el sujeto,
que comprende la administracién al sujeto de un anticuerpo anti-NGF de la invencién, tal como un anticuerpo anti-
NGF que comprende una regién constante de IgG4 humana, en el que la regién constante de 1IgG4 humana
comprende una mutacion (preferentemente una mutacion de regién bisagra) y en el que el anticuerpo tiene una
semivida de eliminacion terminal en un mono cynomolgus de al menos 15 dias. En otra realizacion, el anticuerpo
tiene una semivida de eliminacién terminal en un mono cynomolgus en un intervalo de aproximadamente 15 dias a
aproximadamente 22 dias (o en un intervalo de 15-22 dias), o en un intervalo de aproximadamente 15 dias a
aproximadamente 28 dias (o en un intervalo de 15-28 dias), o en un intervalo de aproximadamente 21 dias a
aproximadamente 28 dias (0 en un intervalo de 21-28 dias). En otra realizacidn, el anticuerpo tiene una semivida de
eliminacion terminal en una rata de al menos 8 dias. En otra realizacion mas, el anticuerpo tiene una semivida de
eliminacion terminal media en seres humanos de al menos 10-30 dias (o0 al menos 10 dias, al menos 15 dias, al
menos 20 dias, al menos 25 dias; al menos 30 dias, al menos 40 dias, 0 en un intervalo de aproximadamente 10
dias a aproximadamente 40 dias o en un intervalo de 10-40 dias o en un intervalo de aproximadamente 15 a
aproximadamente 30 dias o en un intervalo de 15-30 dias). Entre las mutaciones preferidas se incluyen las descritas
en detalle anteriormente. Entre los anticuerpos preferidos se incluyen anticuerpos anti-NGF de las secuencias y/o
que tienen las propiedades funcionales descritas en detalle anteriormente. Entre los ejemplos no limitativos de las
enfermedades o dolencias relacionadas con el NGF se incluyen los descritos en detalle anteriormente. La memoria
descriptiva describe el uso de un anticuerpo anti-NGF de la invencion para la fabricacion de un medicamento
destinado a atenuar o inhibir una enfermedad o dolencia relacionada con el NGF en un sujeto de manera que se
evita un efecto de rebote en el sujeto (por ejemplo, el anticuerpo es para su administracién en una dosificaciéon y en
una frecuencia tales que se evita un efecto de rebote en el sujeto).

VI. Articulos de fabricacién

[0162] También dentro del alcance de la presente invencion estan los kits tal como se definen en las
reivindicaciones, que comprenden anticuerpos de la invencion, que incluyen opcionalmente instrucciones para su
uso en el tratamiento de una enfermedad o dolencia relacionada con el NGF. Los kits pueden incluir una etiqueta
que indica el uso pretendido del contenido del kit. El término etiqueta incluye cualquier escrito, material de marketing
0 material grabado suministrado en o con el kit, 0 que acompafia al kit de otra forma.

[0163] Por ejemplo, la memoria descriptiva describe una composicion farmacéutica envasada en la que el
anticuerpo PG110 (que tiene una cadena pesada tal como se muestra en SEQ ID NO: 13 y que tiene una cadena
ligera tal como se muestra en SEQ ID NO: 16), o formas derivadas, tal como se describe en la presente memoria
descriptiva, es envasada en un kit o un articulo de fabricacion. El kit de la invencién contiene materiales Utiles para el
tratamiento, que incluye prevencién, tratamiento y/o diagnostico de una enfermedad o dolencia relacionada con el
NGF en un sujeto. En realizaciones preferidas, la enfermedad o dolencia relacionada con el NGF es dolor
inflamatorio (en particular dolor por artrosis o artritis reumatoide), dolor musculoesquelético (en particular dolor
lumbar cronico), dolor neuropatico (en particular dolor neuropatico diabético), dolor por cancer (en particular dolor
por metastasis 6seas), dolor asociado con endometriosis y/o miomas uterinos y dolor postoperatorio. El kit
comprende un recipiente y una etiqueta o prospecto o material impreso en o asociado con el recipiente que
proporciona informacion relativa al uso del anticuerpo PG110, para el tratamiento de una enfermedad o dolencia
relacionada con el NGF descrita en la presente memoria descriptiva.

[0164] Un kit o un articulo de fabricacién se refiere a un producto envasado que comprende componentes
con los que administrar un anticuerpo PG110 para el tratamiento de una enfermedad o dolencia relacionada con el
NGF. El kit comprende preferentemente una caja o recipiente que contiene los componentes del kit, y puede incluir
también un protocolo para la administracion del anticuerpo PG110 y/o un "prospecto”. La caja o recipiente contiene
componentes de la invencién que estan contenidos preferentemente en vasos de plastico, polietileno, polipropileno,
etileno o propileno. Por ejemplo, entre los recipientes adecuados para el anticuerpo PG110 se incluyen, por ejemplo,
frascos, viales, jeringuillas, boligrafos, etc.

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2514319713

[0165] El término "prospecto” se usa para referirse a las instrucciones incluidas habitualmente en los envases
comerciales de productos terapéuticos, que contienen informaciéon acerca de las indicaciones, uso, posologia,
administracion, contraindicaciones y/o advertencias relativos al uso de dichos productos terapéuticos. En una
realizacién, el prospecto informa al lector, lo que incluye un sujeto, por ejemplo, un comprador, a quien se
administrara el PG110 para el tratamiento, que el anticuerpo PG110 estd indicado para tratamiento de una
enfermedad o dolencia relacionada con el NGF tal como se describe en la presente memoria descriptiva. El
prospecto puede describir determinados beneficios terapéuticos del anticuerpo PG110, lo que incluye el alivio del
dolor. El prospecto puede incluir una descripcion de la dosificacion del anticuerpo PG110. El prospecto puede incluir
una descripcién de la via y la frecuencia de administracion del anticuerpo PG110. El prospecto puede proporcionar
también informacion a los sujetos que recibiran el anticuerpo PG110 acerca de los usos en combinacion para fines
de seguridad y eficacia. Por ejemplo, en algunas realizaciones el kit comprende ademas una segunda composicién
farmacéutica que comprende un producto terapéutico adicional envasado con o promovido conjuntamente con
instrucciones para su administracion de los dos agentes para el tratamiento de una enfermedad o dolencia
relacionada con el NGF. Entre las enfermedades y dolencias para tratamiento preferidas en particular que usan los
kits de la invencion se incluyen dolor inflamatorio (en particular dolor por artrosis o artritis reumatoide), dolor
musculoesquelético (en particular dolor lumbar crénico), dolor neuropatico (en particular neuropatia diabética), dolor
por cancer y dolor por metastasis Oseas, dolor asociado con endometriosis y/o miomas uterinos, y dolor
postoperatorio.

[0166] En los siguientes Ejemplos se describen otras realizaciones de la presente invencion.

[0167] La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los ejemplos siguientes que no deben
entenderse como limitativos.

Ejemplos

Ejemplo 1: Construccion de un anticuerpo anti-NGF, PG~ 110, con una region bisagra de 1gG4 mutada

[0168] En este ejemplo, se cred una forma mutada de un anticuerpo humanizado anti-NGF introduciendo una
mutacion de serina a prolina en la regién bisagra de la region constante de 1gG4.

[0169] Se us6 la region variable de cadena pesada y la region variable de cadena ligera del anticuerpo
humanizado anti-NGF alfaD11. El anticuerpo alfaD11 humanizado se describe en mayor detalle en las publicaciones
PCT WO0-2005/061.540 y WO-2006/131.951. La secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena pesada
de alfaD11 (Vn de Hu-alfaD11) se muestra en SEQ ID NO: 1. La secuencia de aminoéacidos de la region variable de
cadena ligera de alfaD11 (V. de Hu-alfaD11) se muestra en SEQ ID NO: 2. Las regiones CDR 1, 2 y 3 de Vy de Hu-
alfaD11 se muestran en SEQ ID NO: 3, 4 y 5, respectivamente. Las regiones CDR 1, 2 y 3 de V| de Hu-alfaD11 se
muestran en SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente.

[0170] La secuencia de acidos nucleicos que codifica Vi de Hu-alfaD11 se unid al extremo 3’ para la region
constante IgG4-Pro de Lonza Biologic (que codifica una mutaciéon que altera el residuo de aminoacidos 108 de la
secuencia constante de una serina a una prolina). Se introdujo una secuencia de sefial derivada de IgG1 murina en
el extremo 5’ para producir la secuencia de ADNc de cadena pesada de Hu-alfaD11 completa. La secuencia de
aminoéacidos de la region constante natural de IgG4 humana se muestra en SEQ ID NO: 9, mientras que la
secuencia de aminoacidos de la region constante de IgG4 humana mutada se muestra en SEQ ID NO: 10. En SEQ
ID NO: 9y 10, el aminoacido que se muta de serina (en SEQ ID NO: 9) a prolina (en SEQ ID NO: 10) estéa situado en
la posicion de aminoacido 108.

[0171] La secuencia de acidos nucleicos que codifica V. de Hu-alfaD11 se uni6 en el extremo 3’ a la regién
constante kappa humana (suministrada por Lonza Biologics) y una secuencia de sefial derivada de IgG1 murina
introducida en el 5’ para codificar de ese modo una region variable de cadena ligera de longitud completa.

[0172] Dado que el anticuerpo debia expresarse en codén de ovario de hamster chino (células CHO) se
realizé una optimizacién (Geneart; usando el software GeneOptimizer™) que implicaba una adaptacion de las
secuencias de anticuerpos a la preferencia codonica de genes de Cricetulus griseus (hamster chino). Ademas, las
regiones de contenido en CG muy alto (> 80%) o muy bajo (< 30%) se evitaron en la medida de lo posible. Durante
los sitios de entrada ribosémicos, se evitaron los siguientes motivos de secuencias de accion cis: cajas TATA
internas, sitios chi y sitios de entrada ribosémicos; segmentos de secuencia ricos en AT o ricos en GC; elementos de
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secuencia ARE, INS, CRS (que intervienen en replicacion de vectores en bacterias); secuencias repetidas y
estructuras secundarias de ARN; sitios de donador y aceptor de empalme (cripticos) y puntos de bifurcacion; sitios
de enzimas de restriccion internos especificados (Eco RI, Hind 1ll, Pvu | y Not I). En la solicitud PCT WO-
2006/122.822, propiedad de Lonza Biologics PLC se describe en mayor detalle la optimizacion de secuencias
génicas de anticuerpos, incluida la optimizacién de codones, y la expresién de genes de anticuerpos en células
CHO.

[0173] Se clonaron las secuencias de regiones variables de cadena pesada y de cadena ligera (incluidas las
secuencias de sefial) en los vectores GS pEE6,4 y pEE12,4, respectivamente (suministradas por Lonza Biologics)
para generar dos vectores génicos simples (SGV). A continuacién, se construyd un vector génico doble (DGV)
ligando la casete de expresion completa del vector de la cadena pesada vector en el vector de la cadena ligera, para
crear un unico vector que expresa los genes de las cadenas pesada y ligera completas, asi como el gen de GS
(glutamina-sintetasa).

[0174] El anticuerpo mutante resultante se refiri6 como PG110. La secuencia de nucleétidos de la cadena
pesada de PG110 completa (incluyendo la secuencia de sefial, la regién variable y la region constante de IgG4
mutada) se muestra en SEQ ID NO: 11. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de PG110 completa
(incluyendo la secuencia de sefial, la regién variable y la region constante de IgG4 mutada) se muestra en SEQ ID
NO: 12, en la que los residuos de aminoacidos 1-19 constituyen la secuencia de sefial y los aminoacidos 20-141
constituyen la regién variable. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de PG110 madura, sin secuencia
de sefial (incluyendo la region variable y la regién constante de IgG4 mutada) se muestra en SEQ ID NO: 13.

[0175] La secuencia de nucledtidos de la cadena ligera de PG110 completa (incluyendo la secuencia de
sefial, la regién variable y la region constante kappa) se muestra en SEQ ID NO: 14. La secuencia de aminoacidos
de la cadena ligera de PG110 completa (incluyendo la secuencia de sefial, la regién variable y la regién constante
kappa) se muestra en SEQ ID NO: 15, en la que los residuos de aminoacidos 1-20 constituyen la secuencia de sefial
y los aminoéacidos 21-127 constituyen la region variable. La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera PG110
madura, sin secuencia de sefial (incluyendo la region variable y la regidn constante kappa) se muestra en SEQ ID
NO: 16.

[0176] Para verificar la expresion del anticuerpo PG110, el DGV que codifica las cadenas pesada y ligera de
PG110 se someti6 a transfeccion transitoriamente en células CHOK1SV (suministradas por Lonza Biologics). Las
células (0,125 x 10° células viables por pocillo) se sembraron en placas de 24 pocillos en un medio basado en
DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% y L-glutamina 6 mM, y se incubé durante toda la noche a 37°C
(incubadora de CO- al 10%). Antes de la transfeccion, se sustituyé el medio de siembra por 800 pl de medio nuevo y
se incubaron las células durante 1 hora a 37°C.

[0177] Para cada transfeccion se resuspendieron 5 pg del DGV de PG110 en 100 pl de medio de
transfeccién (OptiMEM. Invitrogen). Se us6 un vector que codifica otro anticuerpo IlgG4/kappa como control positivo y
el tampdn solo se us6 como control negativo. Para cada transfeccion, se diluyeron 5 pl de reactivo Lipofectamine-
2000 (Invitrogen) en 100 pl de medio de transfeccién. Después de una incubacion de 5 minutos a temperatura
ambiente, se combinaron el ADN y el reactivo de Lipofectamine diluido, se mezclaron y se dejaron en reposo a
temperatura ambiente durante 20 minutos. A continuacion se afiadié esta mezcla de 205 pl a un pocillo de la placa
de 24 pocillos que contenia células. Se incubaron las células durante 68-72 horas a 37°C. Se recogio el
sobrenadante del cultivo y se aclaré por centrifugacion antes del ensayo sobre la presencia de anticuerpo.

[0178] Se someti6 a ensayo el medio de células transfectadas usando un procedimiento ELISA estandar para
IgG ensamblada. Ello supuso la captura de las muestras y los patrones en una placa de 96 pocillos recubierta con
un Fc de IgG anti-humana. Se revelé el analito unido con un anticuerpo de cadena kappa anti-humana ligado a
peroxidasa de rdbano picante y el sustrato cromogeno tetrametilbencidina. El desarrollo de color fue proporcional a
la cantidad de anticuerpo ensamblado presente en la muestra. Se prepararon muestras patréon a partir de una
reserva obtenida comercialmente de anticuerpo IgG4/kappa. Los resultados demostraron que el DGV que codifica
las cadenas pesada y ligera de PG110 era capaz de expresar el anticuerpo ensamblado.

Ejemplo 2: Caracteristicas de union de anticuerpo an  ti-NGF mutado PG110

[0179] En este ejemplo, se examind la especificidad de la unién y la cinética de la unién de PG110, el
anticuerpo anti-NGF mutado preparado tal como se describe en el Ejemplo 1.
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A. Especificidad de la unién

[0180] Se determiné el perfil de selectividad de la union de PG110 a neurotrofinas humanas usando un
ensayo de unién ELISA (ensayo de inmunoadsorcidon enzimatica). Se recubrieron las placas de ELISA con 100
ng/pocillo de NGF humano (R&D Systems, n° cat. 256-GF), factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) (R&D
Systems, n° cat. 248-BD), neurotrofina 3 (NT3) (R&D Systems, n° cat. 267-N3) o neurotrofina 4 (NT4) (R&D
Systems, n° cat. 268-N4). Se afiadio PG110 a pocillos recubiertos con neurotrofina en el intervalo de concentracion 3
pM - 3 nM. Después de lavado (PBS en 0,5% (v/v) Tween 20, pH 7,3), se detect6 la union de PG110 usando un
anticuerpo 1gG4 antihumano biotinilado (Rockland Immunochemical Inc., n® cat. 609-1602) acoplado a fosfatasa
alcalina ligada a estreptavidina (Sigma Aldrich, n® cat. S2890), seguido por desarrollo de una reaccion de color
mediante adicion de fosfato de 4-metilumbeliferilo (Sigma Aldrich, n° cat. M3168). Se cuantificé el producto de
reaccion usando un fluorimetro (excitacién a 360 nm; emision a 440 nm).

[0181] Los resultados se resumen en el grafico de la Figura 1. El PG110 se unié a pocillos recubiertos con
NGF humano de una forma dependiente de la concentracion, con una concentracion de unién semimaxima de 726
pM (obtenida de determinaciones por triplicado en una placa de ensayo Unico). En cambio, el PG110 no mostr6 una
unién medible a pocillos de ensayo recubiertos con BDNF, NT3 o NT4 humanos, que fueron detectables usando
anticuerpos de control positivos especificos para estas neurotrofinas. Estos resultados muestran que PG110, cuando
se somete a ensayo a concentraciones de hasta 3 nM in vitro, se une especificamente a NGF humano y no muestra
reactividad cruzada con las neurotrofinas relacionadas.

B. Cinética de la unién

[0182] Se us6 andlisis BlAcore para evaluar la cinética de la unién de la interaccion entre PG110 y NGF de
rata recombinante (rrNGF) o NGF humano recombinante (rhNGF).

[0183] El factor de crecimiento nervioso beta humano recombinante (rhNGF) (R&D Systems, n° cat. 256
GF/CF) o el factor de crecimiento nervioso beta de rata recombinante (fNGF) (R&D Systems, n° cat. 556 GF/CF) se
inmovilizé6 de forma covalente en chips de sensor CM5 (GE Healthcare, antes Biacore AB, Uppsala, Suecia) por
medio de grupos amina primarios usando el kit de acoplamiento de amina (GE Healthcare), con HBSEP (acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinetanosulfonico (HEPES) 10 mM, NaCl 150 mM, acido etilen-diaminotetraacético (EDTA) 3 mM
y Tween® 20 al 0,005%, pH 7,4) como tampdén de migracion. La superficie del chip de sensor se activd mediante
inyeccion de una mezcla de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) 400 mM y N-hidroxisuccinimida
(NHS) 100 mM (1:1, v/v) durante 7 minutos a una velocidad de flujo de 10 pl/min. Se diluyé B-NGF (rh o rr) a 200
ng/ml en acetato de sodio 10 mM de pH 4,0 y se inyecto la solucion diluida en la superficie activada en varios
momentos para producir diferentes densidades superficiales. Para analisis de interaccion cuantitativa, se prepard
una densidad superficial de 60 UR por inyeccion de 50 pl diluidos de B-NGF (tiempo de contacto 5 minutos). Los
ésteres de NHS sin reaccionar se desactivaron con 70 pl (tiempo de contacto 7 minutos) de solucion de etanolamina
(1 M, pH 8,5).

[0184] Los parametros para los experimentos realizados con NGF inmovilizado fueron los siguientes: tampén
de migracion: HBSEP que contenia 100 pg/ml de albimina sérica bovina; velocidad de flujo: 25 pl/min; temperatura:
37°C; densidad de ligando: 60 UR/60 UR (para rhNGF/rrNGF); analito: PG110 concentraciones: 2 nM, 4 nM, 8 nM,
17 nM, 33 nM y 66 nM en tampdn de migracion; tiempo de contacto: 240 segundos; tiempo de disociacién: 600
segundos; regeneracion: 2 x 1 min. glicina 10 mM, pH 1,5.

[0185] Los datos y las evaluaciones cinéticas se realizaron con software GraphPad Prism (version 5.01,
GraphPad Software Inc., San Diego, CA) y software BlAevaluation (versién 4.0.1, GE Healthcare), datos de ajuste al
modelo de unién de Langmuir 1:1.

[0186] Los resultados se resumen a continuacién en la Tabla 1 (en la que Kaso indica constante de velocidad
de asociacion, Kgiso indica constante de velocidad de disociacion y Kp indica constante de disociacion de equilibrio).
Los datos indican la media + (ecm) de 3 determinaciones separadas.

Tabla 1: Constantes cinéticas de interaccion de PG110 con NGF inmovilizado

Analito | Ligando Kaso (I mol™ s™) Kaiso (57) Kp
PG110 [rhNGF |[1,6x10°+35x10° [1,2x10°+3,0x10° | 72+2pM
PG110 [ rmNGF [1,7x10°+2,0x10° | 15x10°+56x10° | 92 +34 pM
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Los resultados del estudio mostraron que las interacciones de PG110 con NGF se caracterizaron por una alta union
de afinidad y que no podria detectarse una diferencia significativa en la afinidad (Kp) para especies homélogas
(humana frente a rata).

[0187] Se realiz6 un analisis posterior de la cinética de la unién usando material Fab de PG110 generado por
fragmentacion de PG110 en papaina-sefarosa (Thermo Scientific). La inmovilizacién de rhNGF se realiz6 usando
HBSEP como tampdn de migracion a 25°C. Se activaron las superficies de los chips de sensor por inyeccién de una
mezcla de EDC 200 mM y NHS 50 mM (1:1, v/v) durante 7 minutos a una velocidad de flujo de 10 pl/min. Se diluy6
rhNGF a 500 ng/ml en acetato de sodio 10 mM de pH 4,0 y se inyectaron 20 pl (tiempo de contacto 2 minutos) de la
solucién diluida sobre las superficies activadas de cada una de tres células para producir niveles de inmovilizaciéon
de 93,1, 100,3 y 88,7 UR. Los ésteres de NHS sin reaccionar se desactivaron con 70 ul (tiempo de contacto 7
minutos) de etanolamina (1 M, pH 8,5).

[0188] Se hizo pasar una serie de concentraciones de Fab de PG110 (0,39, 0,78, 1,56, 3,13, 6,25, 12,5y 25
nM), en 250 pl, sobre superficies rhNGF inmovilizadas frescas a una velocidad de flujo de 50 pl/min, 37°C en un
tampon de migracion de HPSEP que contenia 100 pg/ml de albimina sérica bovina. Se monitorizé la disociacion
durante 30 minutos, y después del andlisis de interaccién se consiguio la regeneracion completa con un pulso (30 pl)
de glicina 10 mM pH 1,5. Ademas, para definir la kgiso muy lenta con mas precision, se monitorizé la disociacién de
una alta concentracién (100 nM) de Fab de PG110 durante 8 horas en cada superficie de rhNGF y se us6 para
cuantificacion de la constante de velocidad de disociacion (kadiso). LOS datos se ajustaron globalmente mediante un
modelo de unién de Langmuir 1:1 usando una Kgiso fija, determinada desde la medida de disociacion extendida. Para
evaluar la reproducibilidad de las constantes cinéticas los andlisis se realizaron por triplicado en las tres superficies
inmovilizadas frescas. Las constantes cinéticas calculadas se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2: Constantes cinéticas de interaccion de Fab de PG110 con rhNGF inmovilizado.
Analito Nivel de inmovilizacion Kaso(l mol™ s™) Kaiso (5™ Kb
Fab de PG110 93,1 3,6 x 10° 1,1x10° 31,3 pM
100,3 3,6x10°1,2x10° 1,2x10° 32,7 pM
88,7 4,4 x10° 1,2x10° 27,8 pM
Media 3,8x10°+0,5x10° | 1,1x10°+0,06 x10” | 30,6 * 0,25 pM
Ejemplo 3: Caracteristicas funcionales del anticuerp 0 anti-NGF PG110 mutado
[0189] En este ejemplo, se examinaron diversas propiedades funcionales de PG110, el anticuerpo anti-NGF

mutado preparado tal como se describe en el Ejemplo 1, en ensayo in vitro.

A. Inhibicion de la unién de NGF a receptores TrkA y p75™ '}

[0190] Se realizaron estudios de unién de radioligandos para comparar el efecto inhibidor de PG110 en la
union de NGF a receptores TrkA y p75NTR humanos. Se incubaron células HEK293 que expresaban receptores de
TrkA o p75™"™® humanos de longitud completa con ***I-NGF 2 nM en presencia de PG110 a una concentracion final
de 0,01-100 nM. En las reacciones se incluyé también NGF sin marcar (con concentracion variable entre 0-1 mM).
Las reacciones se realizaron en tubos desechables PT1276 de base plana y paredes altas (Thermo Life Sciences).
En primer lugar, se combinaron e incubaron en los tubos NGF radiomarcado, NGF sin marcar y anticuerpo PG110
durante 10 minutos a temperatura ambiente, con agitacion, en tampén de union (1 x PBS, CaCl 0,9 mM, MgCl, 0,5
mM, Fraccion V de BSA al 0,1%, glucosa al 0,1% (p/v)). A continuacion, se afiadieron 200 pl de células preparadas
(diluidas a 5 x 10° células/ml). Después de 30 minutos mas de incubaciéon a temperatura ambiente con agitacion
vigorosa, se dividié cada reaccién en tres tubos de plastico (Microtubo PE de 0,4 ml, Sarstedt 72.700), afiadiéndose
100 pl de la reaccién a cada tubo. Cada microtubo contenia ya 200 pl de sacarosa 150 mM en tamp6n de unién. A
continuacién se centrifugaron estos tubos a 20.000 x g a 4°C durante 30 segundos para sedimentar las células. La
sacarosa proporciona un gradiente de densidad que actia para secuestrar cualquier NGF radiomarcado desplazado.
A continuacion se congelaron los tubos en un bafio de hielo seco/etanol. Seguidamente se retiraron los extremos de
estos tubos congelados en tubos de plastico separados (Naiad Ltd) para recuento usando un contador minigamma
LKB Wallac con el fin de cuantificar el ***I-NGF unido a las células.

[0191] Los resultados se ilustran en los graficos de las Figuras 2A y 2B, en los que el efecto de PG110 en la
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unién de NGF a TrkA se muestra en la Figura 2A y el efecto de PG110 en la union de NGF a p75NTR se muestra en

la Figura 2B. El PG110 inhibi6 la unién de **°I-NGF a los receptores TrkA y p75"' " de una forma dependiente de la
concentracion, con valores de ICsp en media geométrica (IC al 95%) de 170 (88-331) pM y 206 (86-491) pM,
respectivamente (los dos n = 3). Un anticuerpo de control de isotipo no inhibié la unién de 51.NGF a ninguno de los
receptores. Estos resultados demuestran que el PG110 bloquea de forma potente la interaccién de unién de NGF
humano con sus dos receptores in vitro.

B. Ensayo de proliferacién de células TF-1

[0192] TF-1 es una linea celular eritroleucémica humana que expresa TrkA humano y prolifera en respuesta a
NGF. En estos experimentos, se cultivaron células TF-1 en presencia de 10 ng/mL de NGF recombinante humano,
de rata o de ratén, con concentraciones crecientes del anticuerpo PG110, y se cuantificé la proliferacion celular 40
horas mas tarde usando un procedimiento colorimétrico basandose en la reduccion metabdlica de la sal de tetrazolio
amarilla MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrasodio] a formazéan de color morado.

[0193] Antes de su uso en el ensayo, se cultivaron células TF-1 durante 1 semana en RPMI-1640 que
contenia suero fetal bovino (SFB) al 10% con 2 ng/ml de GM-CSF (R&D Systems, n° cat. 215-GM-50). Se lavaron
las células, se resuspendieron en RPMI-1640 + SFB al 10% a una concentracién de 300.000 células/ml y se
volvieron a sembrar en microplacas de 96 pocillos (15.000 células/pocillo en 50 pl). Al menos 60 minutos después de
la adicién a las placas de ensayo de 96 pocillos, se expusieron las células a NGF recombinante humano, de rata o
de raton (10 ng/ml) en RPMI-1640 que contenia FPB al 10% (50 pl/pocillo) que contenia anticuerpo PG110. Se
preparé un medio que contenia NGF y anticuerpo de prueba en una concentracion de ensayo final 2X al menos 30
minutos antes de afiadir células presembradas. Se sometié a ensayo el anticuerpo de prueba en el intervalo de
concentracion de 0,6 ng/ml a 24 pg/ml. Se incluyeron pocillos de control que contenian medio en solitario o que
contenian células TF-1 en ausencia de NGF ("patrén celular"). Cada tratamiento se realizé por triplicado. Después
de un periodo de incubacion de 40 horas (37°C, CO, al 5%), se cuantificé la proliferacion usando un kit de
proliferacién celular MTT (ATCC n° cat. 30-1010K). Se afadieron 10 pl de reactivo MTT antes de la incubacién
durante 4 horas adicionales a 37°C. A continuacién se incubaron los pocillos con reactivo detergente (100 ul/pocillo;
mezclado suave) para incubacion durante toda la noche a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente, se
registré la absorbancia a 570 nm. Se calcularon los valores promedio finales de DO para medidas por triplicado
mediante sustraccion del valor medio para el patrén celular.

[0194] La incubacion de células TF-1 con NGF en presencia de PG110 (0,6 ng/mL-24 pg/mL) dio como
resultado una inhibicion de proliferacion celular relacionada con la concentracion. Los resultados se ilustran en los
graficos de las Figuras 3A-3C, en los que la Figura 3A muestra el efecto del tratamiento con PG110 en la
proliferacién de células TF-1 estimulada por NGF humano, la Figura 3B muestra el efecto del tratamiento con PG110
en la proliferacién de células TF-1 estimulada por NGF de rata y la Figura 3C muestra el efecto del tratamiento con
PG110 en la proliferacion de células TF-1 estimulada por NGF de raton. El PG110 mostré potencias inhibidoras
similares para todos los homologos del NGF sometido a ensayo y los valores de ICso fueron de aproximadamente 30
ng/mL. Los valores de ICsp se resumen a continuacion en la Tabla 3 (los valores de ICsp se expresan como ng/ml):

Tabla 3: Resumen de valores de ICso para PG110 en el ensayo de proliferacion de células TF-1

NGF recombinante humano NGF recombinante de rata NGF recombinante de raton
Media IC al 95% n Media IC al 95% n Media IC al 95% n
geomeétrica geomeétrica geomeétrica
29,4 26,5-32,7 5 27,8 24,5-31,6 5 30,8 27,4-34,5 3
[0195] Los ensayos de proliferacion celular de TF-1 muestran que el PG110 neutraliza de forma equipotente

la activacion de los receptores de TrkA humanos por NGF humano o de roedor.

C. Inhibicidén de la supervivencia del ganglio de la raiz posterior de pollos

[0196] Para probar la capacidad de PG110 para inhibir el efecto del NGF en neuronas sensoriales, se usé un
ensayo in vitro que usaba cultivos primarios de células del ganglio de la raiz posterior (GRP) obtenidas de embriones
de pollo de 8 dias. En estas condiciones, la supervivencia de GRP de pollo depende de la presencia de NGF
exdgeno afiadido al medio de cultivo.
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[0197] Se aislaron ganglios de la raiz posterior de embriones de pollo de 8 dias y se recogieron en un tubo
Falcon de 50 ml (en 5 ml de mezcla de nutrientes Ham F-12 + Glutamax |: GIBCO 31765-027). En cada
experimento, el numero total de ganglios recogidos fue de aproximadamente 400, que corresponde
aproximadamente a 20 embriones. Posteriormente se sometieron los ganglios a tripsinizacién durante 5 minutos a
37°C (Tripsina-EDTA Euroclone, ECB3052D) y se disociaron con una jeringa de 10 ml (aguja 20G "amarilla") 4-5
veces antes de centrifugar durante 3 minutos a 800 rpm.

[0198] Después de una retirada cuidadosa del medio que contenia tripsina, se resuspendieron las células en
10 ml de medio nuevo (mezcla de nutrientes Ham F-12 + Glutamax 1), seguido por una repeticion del procedimiento
de disociacion, y se ajusto el volumen del medio para una concentracion de siembra de 100.000-400.000 células/ml.
Se sembraron las células en ausencia de tratamientos en la mitad del volumen final que contenia suero equino al
20% (Euroclone ECS0091L), usando placas de 24 pocillos multiples (Falcon 353047) que habian sido recubiertas
con poli-L-lisina (100x = 1 mg/ml solucién de bromhidrato de poli-L-lisina; Sigma P2636) disuelta en agua destilada
(30 minutos bajo UV, seguido de 30 minutos de secado en campana estéril).

[0199] Mientras las células se adherian a las placas (30 minutos en incubadora de CO, al 5%, 37°C), se
prepararon soluciones de NGF o anticuerpo NGF/anti-NGF a concentracién 2X en la mitad del volumen final y se
afiadieron pocillo a pocillo para alcanzar la concentracion final correcta (es decir, % final de suero equino = 10%;
concentracion final de NGF = 5 ng/ml). Se incluyeron pocillos de control que contenian células GRP en ausencia de
NGF. Cada condicidn se sometié a ensayo por duplicado. Después de la adicion de NGF o mezclas de NGF/anti-
NGF, se devolvieron las placas a la incubadora (CO, al 5%, 37°C). Se valoré el nUmero de células 48 horas
después, mediante recuento de todas las células GRP observadas a lo largo del didmetro vertical de cada pocillo
(microscopio Nikon TMS, aumento 10X). En los recuentos se incluyeron solo las células GRP, que fueron facilmente
identificables seglin sus caracteristicas morfolégicas, es decir, células redondas, brillantes, que refractan la luz con
largas neuritas.

[0200] La potencia de neutralizacion del NGF del anticuerpo PG110 sometido a ensayo estaba en el intervalo
de concentracion de 10 ng/ml a 25 pg/ml para neutralizacion de NGF recombinante humano (rhNGF), NGF
recombinante de rata (rrfNGF) o NGF recombinante de raton (rmNGF). En estos experimentos, una inhibicion del
100% de la supervivencia era equivalente al nUmero de células contadas cuando las células se cultivaron sin NGF,
en ausencia de anticuerpo anti-NGF. Por el contrario, la inhibicion del 0% era equivalente al nUmero de células
contadas cuando las células se expusieron a 5 ng/ml de la isoforma de NGF pertinente, en ausencia de anticuerpo
anti-NGF.

[0201] La incubacién de células en presencia de PG110 (10 ng/mL-25 pg/mL) dio como resultado una
reduccion en la supervivencia celular dependiente de la concentracién, con una ICsp entre 10 y 50 ng/mL para todas
las especies de homdlogos de NGF (n = 1). Estos datos demuestran que el PG110 inhibe la actividad del NGF en las
neuronas sensoriales.

D. Inhibicion del crecimiento de neuritas en células PC12

[0202] La PC12 es una linea celular de feocromocitoma de rata (tumor derivado de células cromafines) que
expresa los receptores TrkA y p75NTR de rata. Cuando se cultivan en placas recubiertas con colageno en presencia
de NGF, las células PC12 se diferencian en neuronas de tipo simpatico, que se convierten en prolongaciones planas
y en extension (neuritas). La inhibicién del crecimiento de neuritas mediado por NGF se emple6 como una medida
semicuantitativa in vitro de la capacidad de PG110 para inhibir la interaccion del NGF con los receptores TrkA y
p75""" de rata.

[0203] Se cebaron las células PC12 (ECAAC 88022401) (es decir, se preexpusieron a NGF) lavando 100.000
células con medio sin suero (RPMI-1640 con Glutamax |, Gibco-Invitrogen 61870-010) y se resembraron en
matraces de cultivo de plastico tratados con colageno (se empled colageno de tipo I, BD 35-4236, como 0,5 mg/ml
de solucién de trabajo) en RPMI-1640 con Glutamax-l que contenia SFB al 10% y NGF recombinante de rata (R&D
Systems, n° cat. 556-NG-100) (100 ng/ml). Antes de la siembra, se hicieron pasar las células suavemente al menos
5 veces a través de una aguja 21G para desagregar los aglomerados celulares. Se retiré el medio que contenia NGF
y se cambié dos veces durante el periodo de cebado de 1 semana.

[0204] Al término de este periodo, se lavaron las células PC12 cebadas con medio sin suero y se sometieron

a tripsinizacion (Tripsina-EDTA Euroclone, ECB3052D) durante 2-3 minutos en una incubadora humidificada (CO; al
5%, 37°C). Se bloqued la tripsina por adicién de medio que contenia suero y se centrifugaron las células, se lavaron
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con medio sin suero y se resuspendieron en RPMI-1640 con Glutamax-I que contenia SFB al 10%. Se hicieron
pasar las células suavemente al menos 5 veces a través de una aguja 21G para desagregar los aglomerados
celulares antes de su resiembra en placas de Petri tratadas con colageno a una densidad de 50.000 células/ml. Se
prepararon tres placas por condicion de ensayo. Para la prueba de anticuerpos, se prepar6 una mezcla de
incubacién 2X (NGF recombinante de rata + anti-NGF) 1 hora antes de la adicién a células presembradas. La
concentracion final de NGF fue de 20 ng/ml, mientras que el anticuerpo anti-NGF se sometié a ensayo en cuatro
diluciones: 20 pg/ml, 2 pg/ml, 200 ng/ml y 20 ng/ml.

[0205] El crecimiento de neuritas inducido por NGF se valoré después de 72 horas. En ese momento, se
retird el medio y se lavaron las células con PBS sin calcio y sin magnesio (GIBCO, 10010) y se fijaron durante 30
minutos con formaldehido al 4% en PBS. Las imagenes de microscopio (aumento 20X) se adquirieron usando un
microscopio Nikon Eclipse TE2000-E y el software administrador de imagenes IM1000. Se evalud la inhibicién del
crecimiento de neuritas y se atribuyeron puntuaciones (++; +/-; --) basandose en el nimero de células que
mostraban un fenotipo no diferenciado (= ausencia de neuritas claramente definidas).

[0206] La incubacion de células en presencia de PG110 (20 ng/mL-20 ug/mL) inhibié el crecimiento de
neuritas mediado por NGF, con una inhibicion total evidente a 200 ng/mL, lo que resalta que el PG110 es un
inhibidor eficaz de la interaccion entre NGF recombinante de rata y sus receptores de neurotrofinas de rata
naturales.

Ejemplo 4: Estabilidad in vivo de anticuerpo anti-NGF PG110 mutado

[0207] En este ejemplo, se determind la semivida de eliminacién terminal (T12) del anticuerpo PG110 in vivo
en ratas y en monos cynomolgus.

A. Estudios en ratas

[0208] Se suministré a ratas Sprague-Dawley una infusion intravenosa (IV) de 10 minutos del anticuerpo
PG110 en una dosificacién de 3 mg/kg, 30 mg/kg o 100 mg/kg en los Dias de estudio 1 y 56. Se realizd6 una
evaluacion de los datos toxicocinéticos usando concentracién sérica media y puntos de referencia temporal de 6
animales/punto de referencia temporal en cada grupo. Los tiempos de recogida de sangre nominal fueron: antes de
la dosis y 0,25, 1, 3, 6 y 24 horas después de la dosis en los Dias de estudio 1 y 56 y también 48, 96, 168, 336, 504,
672, 840, 1.008 y 1.176 horas después de la dosis en el Dia de estudio 1. El bioanalisis de las muestras séricas fue
realizado por Alta Analytical Laboratory usando un procedimiento ELISA validado. El andlisis de los datos
farmacocinéticos se realiz6 usando SNBL USA Pharmacokinetics Analysis System 2.0 con software WinNonlin
Professional versién 4.0 (Pharsight Corp.).

[0209] Después de la administracion 1V, los valores de Tmax (€l tiempo hasta la concentracion sérica maxima)
estuvieron comprendidos entre 0,25 y 1 hora, los dos primeros puntos de referencia temporal de recogida de
muestras. Todos los animales mostraron disposicién bifasica con semividas de eliminacion terminal de
aproximadamente 8 a 9 dias. Mas especificamente, en la Tabla 4 se resume a continuacién el T2, en horas, para
los tres grupos de tratamiento:

Tabla 4: Semivida de eliminacién terminal de PG110 en ratas Sprague-Dawley

Nivel de dosis (mg/kg) | Semivida de eliminacion terminal (horas)
3

217
30 192
100 207

Asi, los valores medios de semivida del grupo estuvieron comprendidos entre 192-217 horas (8-9 dias) en las ratas.

B. Primer estudio en monos

[0210] Se suministr6 a monos cynomolgus una Unica infusion intravenosa (IV), de aproximadamente 30
minutos, del anticuerpo PG110 en una dosificacion de 3 mg/kg, 30 mg/kg o 100 mg/kg. Se dividi6 a los animales en
machos y hembras; se sometié a ensayo cada dosis en 2 machos y 2 hembras (salvo que para 30 mg/kg sélo se
sometié a ensayo a 1 hembra). Los tiempos de recogida de sangre nominales para andlisis de datos toxicocinéticos
fueron: inmediatamente después de la dosis (en un plazo de 2 minutos desde el final de la infusion), 0,25, 1, 3, 6, 24,
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48, 96, 168, 336, 504, 672, 840, 1.008, 1.176, 1.344, 1.512 y 1.680 horas después del final de la infusion. El
bioandlisis de muestras séricas fue realizado por Alta Analytical Laboratory usando un procedimiento ELISA
validado. El analisis de datos farmacocinéticos se realizé usando SNBL USA Pharmacokinetics Analysis System 2.0
con el software WinNonlin Professional version 4.0 (Pharsight Corp.).

[0211] Después de la administracion 1V, los valores de Tmax (€l tiempo hasta concentracion sérica maxima)
medido desde el comienzo de la infusion estuvieron comprendidos desde el final de la infusién hasta
aproximadamente 1,6 horas. Todos los animales mostraron disposicién bifasica (con la excepcion de la hembra
tratada con 30 mg/kg, que mostrd un descenso brusco después del punto de referencia temporal de 504 horas) con
semividas de eliminacion terminal de aproximadamente 15-22 dias. Mas especificamente, en la tabla 5 se resume a
continuacion el Ty2, en horas, para los seis grupos de tratamiento:

Tabla 5: Semivida de eliminacién terminal de PG110 en monos cynomolgus

Nivel de dosis (mg/kg) Sexo Semivida de eliminacién terminal (horas)
3 F(n=2) 370
M(n=2) 531
30 F(n=1) 471
M(n=2) 450
100 F(n=2) 383
M(n=2) 461

Asi, los valores medios de semivida del grupo estuvieron comprendidos entre 370-531 horas (15-22 dias) en los
monos cynomolgus. Los valores medios de semivida fueron generalmente mas largos para los machos que para las
hembras, aunque dado el pequefio nimero de animales estudiados no esta claro si existe una diferencia
estadisticamente significativa.

C. Segundo estudio en monos

[0212] Se suministraron a monos cynomolgus infusiones intravenosas semanales del anticuerpo PG110
durante un periodo de cuatro semanas. En los dias 1, 8, 15 y 22 se suministré una infusion intravenosa (IV) del
anticuerpo PG110 de aproximadamente 30 minutos, en una dosificacion de 3 mg/kg, 30 mg/kg o 100 mg/kg. Se
dividi6 a los animales en machos y hembras; cada dosis se prob6é en 3 machos y 3 hembras. Se recogieron
muestras de sangre en serie en los puntos de referencia temporal nominales siguientes: antes de la dosis,
inmediatamente después de la dosis (en un plazo de 2 minutos desde el final de la infusion), 0,25, 1, 3, 6, 24 y 168
horas después del final de la infusion en los dias 1 y 22. Se recogieron muestras adicionales de todos los animales
antes de la dosis en el dia 15 y de animales de recuperaciéon en 336, 504, 672, 840, 1.008, 1.176, 1.344, 1.512,
1.680, 1.848, 2.016 y 2.208 horas después de la administracion de la dosis final en el dia 22. Las horas enumeradas
a partir de 24 horas después de la infusidn corresponden a los dias farmacocinéticos 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56,
63, 70, 77, 84 y 92. Todos los tiempos reales de toma de sangre se convirtieron de modo que empezaran en el
comienzo de la infusion.

[0213] El bioandlisis de muestras séricas para andlisis de concentracion de PG110 fue realizado por Alta
Analytical Laboratory usando un procedimiento ELISA validado. El andlisis de datos farmacocinéticos se realizd
usando SNBL USA Pharmacokinetics Analysis System 2.0 con el software WinNonlin Professional version 4.0
(Pharsight Corp.).

[0214] Después de la administracion IV, los valores de Tmax medios del grupo (el tiempo hasta concentracion
sérica maxima) medidos desde el comienzo de la infusién estuvieron comprendidos entre aproximadamente 0,6
horas y 2,6 horas. Todos los animales mostraron disposicion bifasica, con semividas de eliminacion terminal de
aproximadamente 21-28 dias (503 a 685 horas). Mas especificamente, en la Tabla 6 se resume a continuacion el
Ti2, €n horas, para los seis grupos de tratamiento:

Tabla 6: Semivida de eliminacién terminal de PG110 en monos cynomolgus

Nivel de dosis (mg/kg) Sexo Semivida de eliminacién terminal (horas)
3 F(h=3) 503
M(n=3) 564
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30 F(n=3) 511
M (n=23) 619
100 F(n=3) 532*
M(n=23) 685
*basado en valorn =2

Asi, los valores medios de semivida del grupo estuvieron comprendidos entre aproximadamente 21-28 dias en los
monos cynomolgus. Los valores medios de semivida generalmente fueron mas largos para los machos que para las
hembras, aunque dado el pequefio nidmero de animales estudiados no esta claro si existe una diferencia
estadisticamente significativa.

Ejemplo 5: Potencia de PG110 en comparacion con el ant  icuerpo precursor en ratas

[0215] En este ejemplo, se realizaron experimentos adicionales usando el ensayo de proliferacion de células
TF1 (tal como se describe en el Ejemplo 3B, anterior) para comparar la potencia de neutralizacion del NGF de
PG110 con su precursor, aD11 de rata. El anticuerpo aD11 de rata se suministré como dos lotes separados, uno
con una concentracion de inicio de 0,73 mg/ml y el otro con una concentracion de inicio de 0,63 mg/ml. Se evaluaron
los anticuerpos PG110 y aD11 de rata en ensayos de proliferacion de células TF1 mediada por NGF humano o NGF
de rata, usando el kit de proliferacion celular MTT (ATCC n° cat. 30-1010K).

[0216] Antes del uso en los ensayos, se cultivaron células TF1 durante una semana en RPMI-1640 (ATCC
cat. #30-2001) que contenia suero fetal bovino al 10% (SFB, Cambrex DE14-801F, Lote 6SB0006) con 2 ng/ml de
GM-CSF (R&D Systems, cat. # 215-GM-50). Se lavaron las células, se resuspendieron en RPMI-640 + SFB al 10% a
una concentracion de 300.000 células/ml y se resembraron en microplacas de 96 pocillos (15.000 células/pocillo, en
50 pl).

[0217] Al menos 60 minutos después de la adicién a placas de ensayo de 96 pocillos, se expusieron las
células a NGF recombinante humano o de ratén (10 ng/ml) en medio de cultivo (SFB al 10% en RPMI-1640; 50
pl/pocillo) que contenia anticuerpo anti-NGF. Se prepar6 medio que contenia NGF y el anticuerpo de prueba en una
concentracion de ensayo final 2X, al menos 30 minutos antes de su adicién a las células presembradas. Se
sometieron a ensayo los anticuerpos de prueba en el intervalo de concentracion de 0,6 ng/ml a 24 pg/ml. Se
incluyeron siempre pocillos de control, que contenian medio en solitario o contenian células TF1 en ausencia de
NGF ("patrén celular"). Cada tratamiento se realizé por triplicado. Después de un periodo de incubacion de 40 horas
(37°C, CO; al 5%), se afiadieron 10 pl de reactivo MTT antes de la incubacién durante 4 horas adicionales a 37°C.
Posteriormente se incubaron los pocillos con Reactivo Detergente (100 pl/pocillo; mezclado suave) para incubacion
durante toda la noche a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente, se registré la absorbancia a 570 nm.
Se calcularon los valores de DO medios finales para medidas por triplicado mediante sustraccion de los valores
promedio para el patrén celular. Se ajusté la inhibicion maxima correspondiente al valor de DO promedio observado
para células cultivadas sin NGF, en ausencia de anticuerpo de prueba. Se ajusté inhibiciéon nula correspondiente al
valor de DO promedio observado para células expuestas a 10 ng/ml de NGF en ausencia de anticuerpo de prueba.

[0218] Las potencias inhibidoras de los anticuerpos NGF se cuantificaron como valores ICso (es decir, la
concentracion de anticuerpo requerida para reducir al 50% la respuesta proliferativa mediada por el NGF) usando el
software GraphPad Prism v 5.01. Se representaron curvas de inhibicién individualmente con el fin de obtener valores
de ICso discretos para cada anticuerpo de prueba en cada experimento. Las medidas de proliferacion celular se
normalizaron con respecto a los valores de DO maximos obtenidos dentro de ese ensayo, en ausencia de anticuerpo
de prueba afadido. A continuacion se representaron las respuestas normalizadas con respecto a la concentracion
de anticuerpo de prueba en una escala logaritmica, y se obtuvieron los valores de ICso usando la funcion de ajuste
de curvas no lineal de GraphPad Prism ’log(inhibidor) frente a pendiente variable segun respuesta’.

[0219] En la Tabla 7 se resume a continuacion el efecto inhibidor de PG110 en comparacién con su
anticuerpo precursor aD11 de rata.

Tabla 7: Resumen de valores de ICsq (ng/ml) en ensayo de proliferacion de células TF1

Anticuerpo NGF humano NGF de rata
Media geométrica | ICal95% | n | Media geométrica | ICal95% | n
PG110 27,0 25,8-283 | 2 26,2 13,6-504 | 2
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0aD11 de rata (Lote 1) 63,7 35,7-114 3 44,8 31,4-64,1 | 3
aD11 de rata (Lote 2) 107 - 1 54,9 - 1

Los resultados indican que el anticuerpo PG110 tiene aproximadamente una potencia 2 veces superior en la
neutralizacion de la actividad de NGF en comparaciéon con su anticuerpo precursor aD11 de rata. Ademas, los
valores de potencia obtenidos para el lote 2 de aD11 de rata sugieren que este lote puede tener una potencia menor
que el material del lote 1.

Ejemplo 6: El anticuerpo anti-NGF PG110 no muestraun  efecto de rebote en un modelo animal

[0220] En este ejemplo, se usé un modelo de lesién cutanea en ratas para examinar la actividad del AcM
PG110. El modelo de lesion cutanea en ratas se desarroll6 basandose en las observaciones de que las ratas
tratadas con anticuerpo anti-NGF desarrollan una respuesta pruritica, con la observacion de un aumento en el
rascado dependiente de la dosis. La lesidon no se asocié con una reduccién de innervacion en la epidermis. Ademas,
las ratas mostraron una recuperacion rapida después de la eliminacién del anticuerpo. Esta actividad de lesién
cutanea sélo se ha observado en roedores, que tienen una conducta de acicalamiento. Aunque sin pretender estar
limitado por el mecanismo, se plantea la hip6tesis de que en las ratas tratadas con anti-NGF existe un acicalamiento
continuo debido a un deterioro en el bucle de realimentacion para detener la respuesta de rascado, lo que provoca
una lesién cutanea. A continuacién es posible aplicar una puntuacién cuantitativa a estas lesiones cutaneas como
una medida de la actividad del anticuerpo anti-NGF en las ratas.

[0221] En varios estudios clinicos sobre la actividad de los anticuerpos anti-NGF (como el anticuerpo
humanizado RN-642, descrito adicionalmente en la publicacién de patente de EE.UU. n° 2004/0.237.124 y en
Abdiche, Y.N. y col. (2008) Protein Sci. 17: 1326-1335) se ha comunicado que la eficacia del anticuerpo disminuye
durante un periodo después de una dosificacion (por ejemplo, dias 14-21 después de dosificacién), seguido por una
recuperacion de la actividad del anticuerpo. Existen informes sobre el aumento del dolor y/o el aumento de episodios
adversos (como sensaciones anémalas, que van desde alodinia a sensacion de hormigueo, picor o pinchazos)
durante este periodo después de una dosificacion en la que disminuye la actividad del anticuerpo. Esta disminucién
de la actividad del anticuerpo durante un periodo de tiempo después de una dosificacion se refiere en la presente
memoria descriptiva como un "efecto de rebote."

[0222] Para evaluar el efecto del anticuerpo PG110 en las conductas de acicalamiento y rascado en ratas
conscientes, se tratd a ratas Sprague Dawley macho y hembra con el AcM PG110 (0,003, 0,01, 0,03, 0,3 6 3 mg/kg),
administrado como un bolo i.v., o con un control del vehiculo. Las ratas recibieron una dosis semanal durante cuatro
semanas. Los criterios de evaluacion fueron: nimero de episodios de acicalamiento y rascado, temperatura corporal,
latencia para lamerse las patas, latencia en el salto (intentos de escapar) y nimero y puntuacién de la gravedad de
las lesiones cutaneas con el tiempo.

[0223] Los resultados indicaron que no se observaron lesiones cutdneas en ratas a las que se administré un
vehiculo, mientras que en los grupos de ratas a las que se administré6 PG110 se observaron lesiones cutaneas en
todos los animales para todas las dosificaciones de anticuerpos probadas. Por otra parte, el nimero y la gravedad
de las lesiones cutaneas aumentaron con el tiempo y aumentaron con el incremento de las dosificaciones de
anticuerpo. El nimero de episodios de rascado también se incrementd en los animales tratados con anticuerpos,
pero el tratamiento con anticuerpos no tuvo ninglin efecto en la conducta de acicalamiento, la temperatura corporal,
la latencia para lamerse las patas o la latencia en el salto (intentos de escapar).

[0224] La gravedad de las lesiones cutaneas se cuantificd usando una puntuacion de lesion, que es igual al
numero de lesiones multiplicado por el area (en mm2) de las lesiones. En el grafico de la Figura 4 se muestran las
puntuaciones de lesién con el tiempo para tratamiento con PG110, comparadas con un vehiculo. Los resultados
revelaron que las ratas tratadas con PG110 mostraron un incremento constante en las puntuaciones de lesion con el
tiempo, en particular en las dosis mas altas probadas (0,3 mg/kg y 3 mg/kg). Es decir, el anticuerpo no mostré un
efecto de rebote significativo en el curso del experimento, lo que sugiere que puede ser posible seleccionar los
parametros de dosificacion y frecuencia de administracion para su uso en seres humanos de manera que pueda
evitarse un efecto de rebote.

[0225] Asi, en resumen, el modelo de lesién cutanea en ratas ilustra una ventaja del anticuerpo anti-NGF
PG110 porque el anticuerpo PG110 no mostré un efecto de rebote apreciable, que ha sido comunicado para otros
anticuerpos anti-NGF, lo que sugiere que el PG110 muestra una actividad in vivo mas consistente y prolongada.
Aungue sin pretender estar limitado por el mecanismo, se cree que esta capacidad del PG110 para evitar un efecto
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de rebote in vivo esta relacionada con la semivida de eliminacién terminal prolongada que se observa para este
anticuerpo.

Ejemplo 7: Farmacocinética de PG110 humano

5
[0226] Se espera que el PG110 tenga una semivida en seres humanos de aproximadamente 10-30 dias
(intervalo de 10 a 40 dias) con una disposicién multifasica. Basandose en un valor Cyn objeto de ~0,25 pg/mL
(intervalo de ~0,13 pg/mL a 0,40 ug/mL), se espera que dosis IV humanas de 10 mg (~0,15 mg/kg; intervalo de ~0,1
mg/kg [5 mg] a ~0,2 mg/kg [15 mg]) cada 4-12 semanas y dosis SC de 20 mg (~0,3 mg/kg; intervalo de ~0,2 mg/kg
10 [15 mg] a ~0,4 mg/kg [30 mq]) cada 4-12 semanas sean eficaces.
[0227] Las proyecciones farmacocinéticas humanas se basaron en los datos de concentracion de dos
especies (rata y mono). La farmacocinética humana se proyecté usando mdltiples procedimientos que incluian
escalas de los parametros farmacocinéticos de mono y de rata, escalado alométrico fijo y procedimientos basados
15 en datos preclinicos y clinicos de otros anticuerpos monoclonales. Se realizaron proyecciones para monos y
disposicion bifasica.
[0228] Procedimiento 1: Las proyecciones farmacocinéticas humanas se basaron en perfiles de
concentracion-tiempo de PG110 con ajuste de modelo de 2 compartimentos en dos especies (rata y mono). Los
20 parametros farmacocinéticos humanos de PG110 se proyectaron usando escalado alométrico con exponentes fijos
de parametros farmacocinéticos de mono y rata.
[0229] Para el aclaramiento:
PC 0,67
25 CLhumano = CLanimal[[ PChumano ]
animal
[0230] Para el volumen de distribucion:
PC
— [l
thmano _Vanimal PC Hmene
animal
30
Tabla 8. Predicciones de parametros farmacocinéticos humanos basadas en escalado alométrico con
exponentes fijos
Vl CL V2 CLD
mL/kg mL/h/kg mL/kg mL/h/kg
Parametros farmacocinéticos ajustados al modelo
Rata 40,2 0,22 36,5 2,23
Mono 29,3 0,10 31,1 1,78
Parametros farmacocinéticos humanos predichos
Valor humano predicho basado en rata 40,2 0,034 36,5 0,35
Valor humano predicho basado en mono 29,3 0,042 31,1 0,75
Promedio 34,7 0,038 33,8 0,55
35 [0231] A continuaciéon se calculd la semivida humana de PG110 basandose en los valores de CL y Vi
predichos humanos. La semivida humana predicha de PG110 fue de 26 dias.
[0232] Procedimiento 2: Las proyecciones farmacocinéticas humanas se basaron los datos observados de
dos especies (rata y mono). Se proyectaron los valores de CL y V humanos usando el mismo procedimiento que en
40 el Procedimiento 1. La semivida humana para PG110 se proyecté usando escalado alométrico modificado con

exponente fijo en 0,25:
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PC 0,25
T - T ) humano
1/2,humano :IJZ,ammal[( PC J

animal

Tabla 9. Predicciones de parametros farmacocinéticos humanos basadas en escalado alométrico con
exponente fijo

CL (mL/h/kg) Vss (ML/kg) tiz (dias)
Rata Mono Rata Mono Rata Mono
PG110 observado 0,22 0,098 70 60 8,6 19,1
Valores humanos predichos 0,0343 0,0410 70 60 35,2 37
Valores humanos predichos (promedio) 0,0376 65 36

Usando el Procedimiento 2, la semivida humana PG110 predicha fue de 36 dias.

[0233] Procedimiento 3: Las proyecciones farmacocinéticas humanas se basaron en datos de PG110 en rata
y mono y en los parametros preclinicos y farmacocinéticos clinicos de otros anticuerpos monoclonales. El escalado
se baso en la semivida PG110 observada en ratas y monos y en la proporcion de semivida de rata/ser humano y
mono/ser humano de otros anticuerpos monoclonales. En primer lugar se compararon los parametros
farmacocinéticos estimados (aclaramiento, volumen de distribucién y semivida) de otros anticuerpos monoclonales
en rata y mono con los de los estudios clinicos. Se estimaron las diferencias entre rata, mono y ser humano como
una proporcion entre rata/ser humano y mono/ser humano. A continuacién se estimaron los parametros
farmacocinéticos humanos para PG110 basandose en sus parametros farmacocinéticos en rata 0 mono con una
correccion de la proporcion rata/ser humano o mono/ser humano para otros anticuerpos monoclonales. Usando el
Procedimiento 3, la semivida humana de PG110 predicha fue de 11-29 dias.

Tabla 10. Predicciones de parametros farmacocinético s humanos basadas en la experiencia del pasado con
otros anticuerpos monoclonales

CL (mL/h/kg) Ves (ML/Kkg) ty (dias)
R/H M/H R/H M/H R/H M/H
Anticuerpo 1 1,35 1,88 1,33 0,53 0,93 0,69
Anticuerpo 2 3,57 1,43 1,65 0,72 0,44 0,49
Anticuerpo 3 1,58 1,46 1,35 0,71 1,05 0,78
Promedio 2,17 1,59 1,45 0,65 0,81 0,65
Rata Mono Rata Mono Rata Mono
PG110 observado 0,22 0,098 70 60 8,6 19,1
Valores humanos predichos 0,101 0,062 48,4 92,0 11 29
R/H: rata/ser humano, M/H: mono/ser humano

[0234] Procedimiento 4: Las proyecciones farmacocinéticas humanas se basaron en perfiles de
concentracién de PG100 con ajuste de modelo de 2 compartimentos en dos especies (rata y mono). Los parametros
farmacocinéticos humanos de PG110 se proyectaron usando escalado alométrico con regresion de parametros
farmacocinéticos de mono y rata.

[0235] Para el aclaramiento y el volumen de distribucion:
log (Parametro farmacoldgico) =axlog(PC)+b

Se realizd una regresion lineal basandose en los parametros farmacocinéticos y el peso corporal (PC) de rata y
mono para estimar la pendiente (a) y el punto de corte (b). A continuacidbn se estimaron los parametros
farmacocinéticos humanos de PG110 usando el PC humano tipico y la pendiente y el punto de corte estimados.

Tabla 11. Predicciones de parametros farmacocinético s humanos basadas en escalado alométrico con
regresion
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PC LnPC V1 CL V2 ClLp

kg kg mL mL/h mL mL/h
Rata 0,25 -1,387 2,307 -2,907 2,210 -0,585
Mono 5 1,609 4,988 -0,680 5,047 2,188

Pendiente y punto de corte estimados basandose en regresion lineal
Pendiente 0,8949 0,7432 0,947 0,9255
Punto de corte 3,5475 -1,8766 | 3,523 0,6982

Parametros farmacocinéticos humanos predichos
Ser humano | 70 4248 | 1555 | 3600 | 1894 | 103

A continuacion se calcula la semivida humana PG110 basandose en los parametros farmacocinéticos humanos
predichos. La semivida humana de PG110 predicha fue de 12 dias.

[0236] Basandose en estos procedimientos, se espera que el PG110 tenga una semivida en seres humanos
de aproximadamente 15-30 dias (intervalo de 10 a 40 dias) con una disposicion bifasica (parametros
farmacocinéticos predichos: V1 =2,5L, CL=5,0 mL/h, V2 =2,5 L, CLp = 40 mL/h).

Ejemplo 8: Tratamiento de artrosis en seres humanos con PG110

[0237] Se inici6 un estudio clinico humano para probar la seguridad, la tolerabilidad y la farmacocinética de
PG110 en pacientes con dolor atribuido a artrosis de la rodilla. A continuacion se describe el disefio del estudio y los
resultados preliminares.

[0238] En esta Fase I, un estudio de dosis ascendente Unica en doble ciego controlado por placebo
monocéntrico, se evaluaron seis (6) niveles de dosis: 0,003, 0,01, 0,03, 0,1, 0,3 y 1 mg/kg. Por nivel de dosis, se
asigné aleatoriamente una cohorte de 7 pacientes con dolor atribuido a artrosis de la rodilla (42 pacientes en total)
en una proporcion 6:1 a tratamiento activo o con placebo. A cada paciente se le administré una dosis Unica de
PG110 o placebo por via intravenosa durante un intervalo de 2 h en la mafiana del Dia O después de un desayuno
ligero. Los pacientes permanecieron en la Unidad de Farmacologia Clinica (UFC) hasta aproximadamente 24 h
después del inicio de la infusién (Dia 1) y regresaron para visitas en los Dias 4, 7, 14, 21, 28, 56 y 84 del estudio.

[0239] Se tomaron muestras de sangre para ensayo de PG110 en el Dia 0 (antes de la dosis, 1, 2, 3, 6y 12
horas) y en los Dias 1, 4, 7, 14, 21, 28, 56 y 84 después de la dosis. Se determinaron las concentraciones séricas de
PG110 usando un ensayo ELISA validado. También se realizaron ensayos anti-PG110 en las muestras de los Dias 0
(antes de la dosis), 14, 28, 56 y 84.

[0240] En el estudio se realizaron valoraciones farmacodinamicas, que incluyeron valoracion del dolor por el
paciente, cuestionario del Indice de Artrosis de Western Ontario and McMaster Universities (WOMAC™),
cuestionario del dolor de McGill, prueba de deambulacién de 6 minutos, ecografia de la rodilla y PCR-as.

[0241] En la Tabla 12 se resumen los resultados preliminares de la valoracion del dolor por el paciente. Como
evaluacion de la intensidad del dolor se usé una valoracion del dolor por el paciente. Se pidi6 a los pacientes que
puntuaran su respuesta en una VAS de 0-100 mm en la que 0 mm significa ausencia de dolor y 100 mm significa el
peor dolor posible.
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n del dolor por el paciente (VAS)

Valoracién del dolor por el paciente (VAS, mm, cambio con respecto al valor de referencia)
(Media + DT)
Tiempo (Dia) Placebo 0,003 mg/kg 0,01 mg/kg 0,03 mg/kg 0,1 mg/kg 0,3 mg/kg
4 -7,2+13,1 -158+23,0 | -228+286 | -16,56+17,5 | -23,0+17,6 -31,7 £18,2
7 -10,2+12,1 | -148+23/4 -123+25,9 -26,0+17,2 | -34,8+20,3 -32,5 +18,2
14 -106 £14,3 | -29,7+158 | -125+21,7 | -155+22,7 | -243+28,3 0,5+17,2
21 -11,2+241 | -305+239 | -163+249 | -255+24,1 | -23,3+40,7 -20,0 +18,5
28 -9,6+119 -28,3+259 | -16,56+228 | -30,7+225 | -452+224 -35,3+20,5
56 0,5+150 -24,3+258 | -118+198 | -24,0+19,8 | -48,8+23,7 -52,8 +19,3
84 -7,8+16,4 -25,0 + 20,7 -9,2+18,2 -21,0+23,2 | -29,3+37,1 -34,0 + 26,0
Valoracion
méxima del
dolor por el -22,4+13,0 | -41,0+145 | -30,2+253 | -37,2+17,7 -48,8 + 23,7 -55,3+13,7
paciente
(VAS, mm)

[0242] Basandose en los datos farmacodinamicos preliminares, se observé una respuesta a la dosis aparente
en el intervalo de dosis de PG110 de 0 a 0,3 mg/kg.

[0243] La semivida farmacoldgica se estimé basandose en el periodo de tiempo medio para mantener el
efecto del farmaco (TMR para efecto del farmaco). Se calcula como la proporcién entre el area de la curva de efecto-
tiempo corregida segun los valores de referencia del primer momento (ABCEM) y el efecto del farmaco acumulado
corregido segun los valores de referencia con el tiempo (area bajo la curva efecto-tiempo, ABCE):

ABCEM _ [E(t)dt
ABCE j E(t)dt

Semivida farmacoldgica =

[0244] Las semividas farmacoldgicas estimadas se resumen en la Tabla 13.
Tabla 13. Semivida farmacoldgica para PG110
Dosis de PG110
0,003 mg/kg | 0,01 mg/kg 0,03 mg/kg | 0,1 mg/kg | 0,3 mg/kg
Semivida farmacolégica 430175 309+216 | 358+17,9 | 42,7+50 | 419 +54
(Media + DT) (Dia)
[0245] La estimacion de la semivida farmacoldgica se bas6 en datos recogidos hasta 84 dias después de la

dosis de PG110. Como seguia existiendo un efecto sostenido de PG110 en el Dia 84, especialmente a 0,1 mg/kg y
0,3 mg/kg dosis, la semivida farmacolégica media estimada para PG110 es de al menos 5-7 semanas, con un
intervalo de al menos 4-8 semanas.

[0246] Los datos farmacodinamicos preliminares son coherentes con la dosis terapéutica proyectada (0,10 a
0,3 mg/kg o 7-21 mg). La semivida farmacoldgica preliminar sugiere que una dosificacion cada 4-12 semanas puede
ser eficaz.

Equivalentes

[0247] Los expertos en la materia reconoceran, o seran capaces de determinar usando solo la
experimentacion rutinaria, muchos equivalentes de las realizaciones especificas de la invenciéon descritas en la
presente memoria descriptiva. Cualquier combinacion de las realizaciones desveladas en las reivindicaciones
dependientes se describe en la presente memoria descriptiva.

RESUMEN DE LISTADO DE SECUENCIAS
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[0248]

SEQ ID NO: | (PG110 Vh)

EVQLVESGGGLVOFGGS LRLECAASGE SLTNNNVNWVROAPGKGLEWVGGVWAGGATDYNSALKSRETISED
NSENTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARDGGY 5SS TLYAMDAWGDGTLVIVSS

SEQ ID NO: 2 (PG110 V,)

DIOMTOSPSSLGASVGDRVT I TCRASEDIYNALAWYQOKPGKAPKLLIYNTDTLHTGVEPSRESGSGSGTDYT
10 LTISSLOPEDFATYFCONYFHYPRTEFGQGTKVEIR

SEQ ID NO: 3 (PG110 V4CDR 1)
GFSLTNNNVN

15 SEQID NO: 4 (PG110 V4CDR 2)
GVWAGGATDYNSALKS

SEQ ID NO: 5 (PG110 V4 CDR 3)
DGGYSSSTLYAMDA

20
SEQ ID NO: 6 (PG110 V| CDR 1)
RASEDIYNALA

SEQ ID NO: 7 (PG110 V|, CDR 2)
25 NTDTLHT

SEQ ID NO: 8 (PG110 V, CDR 3
QHYFHIPRT

30 SEQ ID NO: 9 (regién constante natural de IgG4 humana)

ASTEGPSVEFEPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHIEPAVLOSSGLYSLSSVVIVPE
SSSLGTETYTCNVDHEFSNIKVDKRVESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVELFPPEPKDTLMISRTPEVICVVY

DVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTEKPREEQEN S TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYEKCKVSNKGLPSSIEKTI
SKAKGOPREPOVYTLPPSQEEMTKNOVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFELYS

RLTVDESRWOEGNVESCSVMHEALHNHYTQESLSLSLGK

SEQ ID NO: 10 (regién constante mutada de serina a prolina de 1gG4 humana)
35

ASTKGPSVFEPLAPCSRETSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHIFPAVLOSSGLYSLSSVVIVE
SSELGTETYTCNVDHEP SNTRVDRRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGESVE LEFPPRKPRDTLMISRTPEVICVVY
DVSQEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFN S TYRVVSVLTVLHODWLNGEEYKCKVSNKGLESSIEKTI
SKAKGOPREPOVYTLRPSOEEMTEKNGVSLTCLVEGEYPSDIAVEWESNGOPENNYETTPPVLDSDGSFELYS
RLTVDKSRWOEGNVESCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGK

SEQ ID NO: 11 (PG110 secuencia de nucleétidos de cadena pesada completa, incluyendo secuencia de sefial)
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ATGGAATGCAGUTGGGIGTICCTGTITCTTCCTGAGCCTGACCACCGGCGTGCACAGUGAGGTGC
AGCTGGTCGAGAGCGGLGEAGGGCTGGTGCAGCCAGGLGGCAGCCTGAGGCTGTCCTGLGLCEE
CAGCGECTTCAGCCTGACCAACAACAACGTGAACTGGETGCGGCAGGCCCCAGGCAAGGGCCTG
GAATGGGTGGEGUGGCETCTGGECCEGGECAGCCACCGACTACAACAGCGCCCIGAAGAGCAGGET
TCACCATCAGCAGGGACAACAGCAAGARACACCGCCTACCTGCAGATGAACAGCCTGAGGGCCGA
GGACACCGCCGTGTACTACTGCGCCAGGGACGGCGGCTACAGCAGCACCACCCTGTACGCCATG
GACGCCTGGGGCCAGGGCACCCTGETGACCGTGAGCAGCGCCAGCACCAAGGGCCCCAGCGTET
TCCCCCTGGCCCCCTGCAGCAGAAGCACCAGCGAGAGCACAGCCECCCTGGLETGCCTGGTGAR
GGACTACTTCCCCGAGCCCGTGACCGTGTCCTGGAACAGCGGAGCCCTGACCAGCGGGETGCAL
ACCTICCCCGCUGTGCTGCAGAGCAGCGGCCTGTACAGCCTGAGCAGCGTGGTGACAGTGCCCA
GCAGCAGCCTGGGCACCAAGACCTACACCTGCAACGTGGACCACAAGCCCAGCAACACCAAGET
GBACALRGAGGGTGGAGAGCAAGTACGGCCCACCCTGCCCCCCATGCCCAGCCCCCGAGTTICCTG
GGCEGACCCTCCGTIGTTTCTIGTTCCCCCCCAAGCCCAAGGACACCCTGATGATCAGCAGGACCC
CCGAGGTGACCTGUGBIGETGGTGCACGTGAGCCAGGAAGATCCAGAGGTCCAGTITCAACTGGTA
CCTGGACGGCGTGGAGGTGCACAACGCCAAGACCAAGCCCAGAGAGGAACAGTTITAACAGCACC
TACAGGGTGETGTCCETGCTGACCGTIGCTGCACCAGGACTGGUTGAACGGCAAGGAGTACAAGT
GCRAAGGTCTCCAACAAGGGCCTGCCCAGCTCCATCGAGAARACCATCAGCAAGGCCAAGGGCCA
GCCACGGGAGCCCCAGGTGTACACCCTGCCACCCTCCCAGGAAGAGATGACCAAGRACCAGGTG
TCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGCTTCTACCCCAGUCGACATCOCCGTGGAGTEGGAGAGCAACT
GCCAGCCCGAGAACAACTACAAGACCACCCCCCCAGTGCTGGACAGCGACGGLAGCTTICTITCCT
GTACAGCAGGCTIGACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGGRAAGGCAACGTCTTTAGCTGCAGCGTG
ATGCACGAGGCCCTGCACAACCACTACACCCAGAAGAGCCTGTCCCTGAGCCTGGGCAAGTGA

SEQ ID NO: 12 (PG110 secuencia de aminoacidos de cadena pesada completa, incluyendo secuencia de sefial)
5

MEWSWVELFFLSVITGVHSEVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGE SLTNNNVNWVRQAPGKGLEWVGGVIHA
GGATDYNSALKSRFTISRDNSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARDGGYSSSTLYAMDAWGQGTLVTVSSAST
KGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSHNSGALTSGVHTEFPAVLOSSGLYSLSSVVIVESSS

LGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGP SVEFLFPPKPKDTLMI SRTPEVICVVVDVS

QEDPEVOFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHODWLNGEEYKCEVSNKGLPSSIEKTILSKA
KGOPREPQVYTLPPSQEEMTKNOVSLTCLVEGEYPSDIAVEWE SNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLT

VDESRRQEGNVESCSVMHEALHNHY TORKSLSLSLGK

SEQ ID NO: 13 (PG110 secuencia de aminoacidos de cadena pesada madura, excluyendo secuencia de sefial)
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EVOLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGE SLTNNNVNWVROAPGKGLEWVGGVWAGGATDYNSALKSRFTISRD
NSKNTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARDGGYSSSTLYAMDANGOGTLVIVSSASTRGPSVEFPLAPCSRETSEST
AALGCLVEDYFPEPVIVSHNSGALTSGVHTIFPAVLQSSGLYSLESVVIVPS SSLGTRKTYTCNVDHKE SNTEY
DERVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVELFFPPEPKDTLMI SRTPEVICVVVDVSOEDPEVOENWYVDGVEVHN
AKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLEODWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLEPSQEEM
TENOVSLTCLVKGEYPSDIAVEWE SNGOPENNYKTTPPVLDSDGSEFLY SRLTVDKSRWOEGNVE SCSVMHE
ALHNHYTORSLESLELGK

SEQ ID NO: 14 (PG110 secuencia de nucleétidos de cadena ligera completa, incluyendo secuencia de sefial)

ATGAGCGTGCCCACCCAGGTGUIGGGCCTGCTGCTGCTGTGGCTGACCGACGCCAGATGCGACA
TCCAGATGACCCAGAGCCCCAGCAGCCTGAGCGCCAGCETGEGCGACAGGGTGACCATCACCTG
CAGGGCCAGCGAGGACATCTACAACGCCCTEGCCTGETATCAGCAGAAGCCCCGCAAGGCCCCT
AAGCTGCTGATCTACAACACCGACACCCTIGCACACCGECGTGCCCAGCAGCTTCAGCGGCAGLG
GCTCCGGCACCGACTACACCCTGACCATCAGCAGCCTGCAGUCCGAGGACTTCGCCACCTACTT
TTGCCAGCACTACTTCCACTACCCCAGGACCTTCGGCCAGGGCACCAAGGTGGAGATCAAGAGG
ACCGTGGCTGCCCCCAGCGIGTTCATCTTCCCCCCCAGCGACGAGCAGCT GAAGAGCEGGCACCG
CCTCCGTIGGTGTGCCTGCTGARCAACTTCTACCCCCGGGAGGCCAAGGTGCAGTGGAAGGTGGA
CAACGCCCTGCAGAGCGGCARCAGCCAGGAAAGUGTCACCGAGCAGGACAGCAAGGACTCCACC
TACAGCCTGAGCAGCACCCTIGACCCTGAGCAAGGCCGACTACGAGAAGCACAAGGTGTACGCCT
GUGAGGTGACCCACCAGGGECCTGTCCAGCCCCGTGACCARGAGCTTICARCAGGGGCGAGTGLTG
A

SEQ ID NO: 15 (PG110 secuencia de aminoacidos de cadena ligera completa, incluyendo secuencia de sefial)

MESVEPTQVLGLLLLWLTDARCDIOMTQSPSSLSASVGDRVIITCRASEDTYNALAWYQOKPGKAPKLLIYNTD
TLHTGVRPSRESGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYFCORYFHYPRTFGOGTKVEIKRTVAAPSVEIFFPSDEQ
LESGTASVVCLLNNEYPREAKVOWKVDHALDSGNSQESVIEQDSKDSTYSLESTLTLSKADYEKHKVYACEV
THOGLSSEVTKSENRGEC

SEQ ID NO: 16 (PG110 secuencia de aminoacidos de cadena ligera madura, excluyendo secuencia de sefial)

DIOMTIQOSPSSLSASVGDRVIITCRASEDIYNALAWY QOKFPGEAPKLLIYNTDTLHTGVPSRESGSGSGTDYT
LTISSLOPEDFATYFCOHYFHYPRTFGQGTRKVEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQLEKSGTASVVCLLNNEYPREA

KVOWEVDNALOSGNSQESVIEQODSKDSTY SLSSTLTLSKADYEKHEVYACEVTHQGLS SPVTRKSFNRGEC

LISTADO DE SECUENCIAS
[0249]
<110> PANGENETICS 110, BV

<120> ANTICUERPOS CONTRA FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSO (NGF) CON ESTABILIDAD IN VIVO
MEJORADA
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<130> PNJ-013PC

<140> Nueva solicitud
<141> Adjunta de forma concurrente

<150> 61/252.314
<151> 2009-10-16

<150> 61/252.813
<151> 2009-09-01

<150> 61/227.251
<151> 2009-07-21

<150> 61/172.228
<151> 2009-05-04

<160> 16
<170>

<210>1

<211> 122

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<211> fuente
<212> PRT

<213> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 1

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115

<210>2

<211> 107

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 2
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Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Asp Ile Tyr Asn Ala
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Asn Thr Asp Thrx Leu His Thr Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Phe Cys Gln His Tyr Phe His Tyr Pro Arg
85 a0 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210>3

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 3
Gly Phe Ser Leu Thr Asn Asn Asn Val Asn
1 5 10
<210>4
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 4

Gly Val Trp Ala Gly Gly Ala Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Lys Ser
1 5 10 15
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<210>5

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400> 5
Asp Gly Gly Tyr Ser Ser Ser Thr Leu Tyr Ala Met Asp Ala
1 5 10

<210>6

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 6
Arg Ala Ser Glu Asp Ile Tyr Asn Ala Leu Ala
1 8 10
<210>7
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético"

<400>7
Asn Thr Asp Thr Leu His Thr
1 5

<210>8

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 8

Gln Hig Tyr Phe His Tyr Pro Arg Thr
1 5
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<211> 327

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>9
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Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Glu

Asp

Asp

145

Gly

Asn

Trp

Pro

Ser

Thr

Pro

Val

50

Sar

Thr

Val

Phe

Thr

130

Val

Val

Ser

Leu

Ser
210

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Leu

115

Len

Ser

Glu

Thr

Asn

185

Ler

Lys

Glu

24

Pro

Thr

val

Asn

Ser

100

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

180

Gly

Ile

Gly

Ser

Val

Phe

Val

Val

85

Lys

Gly

Ile

Glu

His

165

Arqg

Lys

Glu

ES 2514319713

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Tyx

Pro

Ser

Asp

150

Asn

val

Glu

Lys

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Gly

Ser

Arg

135

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr
215

Vval

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

Pro

Val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Phe

Leu
25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

105

Phe

Pro

Val

Thr

Val

185

Cys

Ser

56

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

155

Pro

Thr

Val

Ala

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Ser

Pro

Thr

140

Asn

Arg

Val

Ser

Lys
220

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

125

Cysa

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Cys

Lys

30

Leu

Leou

Thr

Val

Pro

110

Lysa

Val

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Lya

Asp

95

Ala

Pro

Val

val

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

BO

Lysa

Pro

Lys

Val

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg
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<210>10
<211> 327

Glu
225

Asn

Ile

Thr

Cys
305

Leu

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 10

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

290

Ser

Ser

Gln

Val

Val

Pro

275

Thr

Val

Len

val

Ser

Glu

260

Pro

Val

Met

Ser

Tyr

Leu

245

Val

Asp

His

Leu
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Thr
230

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

310

Gly

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

285

Ala

Lys

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Len

Fro

val

Gly

265

Asp

Trp

His

57

Ser

Lys

250

Gln

Gln

Aszn

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

His
315

Glu

FPhe

Glu

Phe

Gly

300

Tyr

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Asn

Thr

Met

Pro

Asn

270

Leu

Val

Gln

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Ser

Thx

Pro

val

50

Ser

Thr

Thr

Ser

Glu

35

Hig

Ser

Cys

Lys

Glu

20

Pro

Thr

Val

Asn

Gly

Ser

val

Phe

Val

val
85
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Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Ser

Ala

val

Ala

55

Val

His

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

58

Phe

Len
25

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser
90

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

Ala

Leu

Gly

Sar

60

Thr

Pro

Vval

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys Ser
i5

Ly=z Asp

30

Leu Thr

Leu Tyr

Thr Lys

Val Asp
95

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys



Arg

Glu

Asp

Asp

145

Gly

Asn

Trp

Pro

Glua

225

Asn

Ile

Thr

Cys
305

Leu

Vval

Phe

Thr

130

Val

Val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

290

Ser

Ser

Glu

Leu

115

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

val.

val

Pro

275

Thr

Val

Leu

Ser

100

Gly

Met

Gln

val

Tyr

180

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

260

Pro

Val

Met

Ser

Lys

Gly

Ile

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

245

Trp

Vval

Asp

His

Leu
325
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Tyr

Pro

Ser

Asp

150

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

310

Gly

Gly

Serxr

Arg

135

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

215

Leau

Cys

Ser

Asp

Ser

295

Ala

Lys

Pro

Val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

240

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Leu

Pro

105

Phe

Pro

Val

Thr

Val

185

Cys

Ser

Pro

val

Gly

265

Asp

Trp

Hisg

59

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

val

Phe

155

Pro

Thr

val

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

His
315

Pro

FPro

Thr

140

Asn

Arg

vVal

Ser

Lys

22Q

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

300

Tyr

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Asn

Thr

Pro

110

Lys

val

Tyr

Glu

His

150

Lys

Gln

Met

Pro

Agn

270

Leu

Val

Gln

Ala

Pro

Val

Vval

Gln

175

Gln

Gly

Pre

Thr

Ser

255

Tyx

Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320
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<210> 11

<211> 1407

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: Polinucleétido sintético"

<400> 11

60
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atggaatgga goetgggtgtt cetgttette ctgagegtga ccaccggegt gcacagcocgag 60
gtgcagectgg tcgagagegg cggagggctg gtgcagecag geggeagect gaggetgtec 120
tgcgeccgeca gcocggettcag cctgaccaac aacaacgtga actgggtgeg goaggececa 180
ggcaagggec tggaatgggt gggcggegtg tgggccgggg gagecaccga ctacaacage 240
geectgaaga geaggttecac catcagecagg gacaacagea agaacaccge ctacetgeag 300
atgaacagec tgagggccga ggacaccgee gbtgtactact gecgecaggga cggeggctac 360
agcagcagea ccctgtacge catggacgec tggggecagg gecacccetggt gaccgtgage 420
agcegocagea ccaagggece cagegtgttc ccectggoce cctgcagcag aagcaccage 480
gagagcacag ccgecctggg ctgectggtg aaggactact tccecgagec cgtgacegtg 540
tectggaaca goggagecct gaccagceggg gtgcacacet taccegeegt getgeagage 600
ageggecetgt acagectgag cagegtggtg acagtgecca geageagect gggeaccaag 660
acctacacet geaacgtgga ccacaagocc ageaacacca aggtggacaa gagggtggag 720
agcaagtacg gcocccaccoctg ceoocccatge ccagcecceeqg agttectggyg cggaccectec 780
gtgtttetgt tececceccecaa geccaaggac accetgatga tcagecaggace ceccgaggtg 840
acctgegtgg tggtggacgt gagecaggaa gatccagagg tecaghtcaa c¢tggtacgtg 800
gacggegtgg aggtgcacaa cgccaagacce aagocdagag aggaacagtt taacageacce 960
tacagggtgg tgtccegtget gacegtgetyg caccaggact ggectgaacgg caaggagtac 1020
aagtgecaagg tctccaacaa gggectgece agetccateg agaaaaccat cageaaggee 1080
aagggccage cacgggagec ccaggtgtac acectgecae cctcoccecagga agagatgace 1140
aagaaccagqg tgtccctgac ctgtetggtg aagggettet accecagega catcgecgtg 1200
gagtgggaga gcaacggeca goccgagaac aactacaaga ccacccceccec agtgcetggac 1280
agcgacggeca gettcettect gtacageagg ctgaccegtgg acaagtccag ghggecaggaa 1320
ggcaacgtet ttagetgoag cgtgatgcocac gaggoectge acaaccacta cacccagaag 1380
agcectgtcce tgagectggg caagtga 1407

<210> 12

<211> 468

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
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<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"

<400> 12

62



Met

Val

Pro

Thr

G1lu

65

Ala

Ala

Tyr

Asp

Lys

145

Glu

Pro

Thr

val

Asn

225

Ser

Glu

His

Gly

Asn

Trp

Leu

Tyx

Cys

Ala

130

Gly

Ser

Val

Phe

Val

2140

Val

Lys

Trp

Ser

Gly

35

Asn

val
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<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: Polinucledétido sintético”

5
<400> 14
atgagcegtge ccacccaggt getgggectyg ctgetgetgt ggetgacega cgecagatge 60
gacatccaga tgacccagag cccecageage ctgagegoca gegtgggega cagggtgace 120
atcacctgea gggccagega ggacatctac aacgeccetgg cctggtatca gecagaagceeco 180
ggcaaggece ccaagetget gatctacaac accgacacce tgoacaccgg cgtgcccage 240
aggttcageg geageggete cggcaccgac tacaccetga ccatcageag cctgeageee 300
gaggactteg c¢cacctactt ttgecagcac tacttcecact accccaggac ctteggecag 360
ggcaccaagg tggagatcaa gaggacogtg getgecccocca gogtgttcat cttceccecce 420
agcegacgage agoctgaagag cggceacegec tecegbggtgt gectgetgaa caacttetac 480
cecegggagg ccaaggtgca gtggaaggtg gacaacgceec tgoagagegg caacagccag 540
gaaagegtca ccgagcagga cagceaaggac tecacctaca gectgagecag cacectgace 600
ctgagcaagg ccgactacga gaagcacaag gtgtacgcet gegaggtgac ccaccaggge 660
ctgtccagee cecgtgaccaa gagettcaac aggggegagt gectga 705
10 <210>15
<211> 234
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
15 <220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético"
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo anti-factor de crecimiento nervioso (NGF) que comprende:

(i) una regién variable de cadena pesada que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3, 4 y 5, respectivamente,

(i) una region variable de cadena ligera que comprende las CDR 1, 2 y 3 que tienen las secuencias de aminoacidos
de SEQ ID NO: 6, 7 y 8, respectivamente, y

(i) una region constante de IgG4 humana que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

2. El anticuerpo segun la reivindicacion 1 que comprende una region variable de cadena pesada que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

3. El anticuerpo segun la reivindicacion 1 6 2 que comprende una cadena pesada que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 13 y una cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 16.

4, El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que es un anticuerpo humanizado.

5. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo anti-NGF segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 y un soporte farmacéuticamente aceptable.

6. Un kit que comprende el anticuerpo anti-NGF segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

7. Un &cido nucleico que codifica la cadena pesada del anticuerpo segin una cualquiera de las reivindicaciones
lad4.

8. El &cido nucleico segun la reivindicaciéon 7 que codifica ademas la cadena ligera del anticuerpo segin una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

9. Un vector de expresion que comprende el acido nucleico segun la reivindicacién 7 u 8.

10. El vector de expresion segun la reivindicacién 9 que comprende las SEQ ID NO: 11y 14.

11. Una célula hospedadora que comprende el vector de expresion segun la reivindicacién 9 6 10.

12. Un procedimiento de expresion de un anticuerpo anti-NGF segin se define en la reivindicacion 1 que
comprende el cultivo de la célula hospedadora segun la reivindicacion 11.

13. Un anticuerpo anti-NGF segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en un procedimiento
para el tratamiento del dolor.

14. Uso del anticuerpo anti-NGF segun una de las reivindicaciones 1 a 4 para la fabricacion de un medicamento
para el tratamiento del dolor.

15. El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 13, o el uso segun la reivindicacion 14, en el que el dolor es
dolor por artrosis.

16. El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 13, o el uso segun la reivindicacién 14, en el que el dolor es
dolor lumbar crénico.
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